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Resumen

RESUMEN

Hacia la medicina de precision en el asma: utilizacion de microARNs (miARNS) circulantes.

Introduccion: El asma es una enfermedad respiratoria crénica caracterizada por la inflamacion persistente
de las vias respiratorias, la produccion excesiva de moco, la obstruccion reversible y variable del flujo de
aire, una hiperreactividad no especifica de las vias aéreas y cambios estructurales que resultan en la
aparicion de sintomas y signos caracteristicos, como sibilancias, dificultad para respirar, opresion toracica
y tos. El asma se reconoce como una afeccion de alta complejidad en la que intervienen distintas células
del sistema inmunoldgico, asi como mediadores de la inflamacion. Ademas, se considera una patologia
sumamente heterogénea debido a una marcada variabilidad en sus manifestaciones clinicas, la
participacién de diversos e intrincados mecanismos fisiopatoldgicos subyacentes y una variacion
considerable en las respuestas al tratamiento.

La heterogeneidad del asma ha impulsado la imperante necesidad de diferenciar entre fenotipo y endotipo
y seguir su progresion, lo que ha conducido al desarrollo de una clasificacion mas precisa de esta
condicion respiratoria. La diversidad fenotipica y endotipica del asma la posiciona como una candidata
idéneay, a su vez, supone un reto en el ambito de la medicina personalizada de precision (MPP). En este
contexto, los marcadores biolégicos representan una herramienta clinica de gran relevancia en el
diagnéstico, prondstico y tratamiento del asma. En la actualidad, los biomarcadores en el campo de la
medicina del asma contindian siendo objeto de investigacion dado que, lamentablemente, los que estan
disponibles por el momento no son lo suficientemente precisos, lo que motiva la continua blsqueda de
biomarcadores més especificos. Los miARNs han emergido como una opcién prometedora en mdltiples
afecciones, incluido el asma. Esto se debe a que, ademas de poder encontrarse en la circulacion de forma
libre o asociados a proteinas u otros componentes, son transportados protegidos en el interior de
exosomas, y su expresion se ve alterada en estados patolégicos, lo que sugiere que podrian ser
biomarcadores excepcionales. Los miARNs son moléculas de &cido ribonucleico (ARN) no codificante
(nc) de pequefio tamafio, de cadena sencilla y con una longitud aproximada de 21-25 nucleétidos. Estos
tienen la capacidad de unirse al ARN mensajero (ARNm) complementario, inhibiendo la traduccion a
proteina, siendo elementos clave en la regulacién postranscripcional.

Objetivos: El objetivo principal de esta Tesis Doctoral fue identificar perfiles de miARNs circulantes en
sujetos asmaticos, agrupados segun diferentes caracteristicas clinicas. Se investigé la utilidad de estos
mMiARNS séricos como posibles biomarcadores del asma, ayudando a caracterizar los distintos fenotipos
y endotipos del asma. También, se traté de encontrar un perfil de miARNSs vinculado al asma en el tejido
pulmonar, que es el tejido afectado en el asma, lo que proporciona una perspectiva integral que podria
conducir a una comprension completa de los cambios moleculares en el asma. Asimismo, se examiné el
contenido proteico de los exosomas presentes en el suero y en el sobrenadante de esputo de individuos
con asma clasificados en base a la presencia o ausencia de eosinofilia en sangre periférica, lo que podria
ofrecer informacion valiosa para comprender la enfermedad a nivel molecular, identificar biomarcadores
y mejorar las estrategias de diagnostico y tratamiento.

Materiales y métodos: Para cumplir con los objetivos establecidos, se realizé un estudio de secuenciacion
de miARNs (miARNs-seq [seq; del inglés, sequencing]) séricos con la intencién de detectar miARNSs que
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mostraran diferencias en su expresion entre sujetos asmaticos que exhibian diferentes particularidades
clinicas, asi como en tejido pulmonar entre individuos con y sin diagnostico de asma. Estos miARNs
fueron luego validados mediante transcripcidn inversa y reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa
(RT-gPCR,; del inglés, Reverse Transcription y quantitative Polymerase Chain Reaction), y se recurrié al
andlisis estadistico para evaluar su viabilidad como biomarcadores y herramientas en la definicion de los
fenotipos y endotipos del asma. Ademas, se determiné la correlacidon entre los miARNSs y las variables
clinicas del asma. Se llevaron a cabo analisis in silico con el recurso bioinformatico DIANA-miRPath v3.0
para identificar las vias de sefializacion y las rutas metabdlicas reguladas por los miARNs alterados, con
el propdsito de descubrir posibles genes diana. Adicionalmente, se investigé un perfil predefinido de
MIARNS séricos en células epiteliales de las vias respiratorias pequefas (SAEC; del inglés, Small Airway
Epithelial Cells) y células musculares lisas bronquiales (BSMC; del inglés, Bronchial Smooth Muscle Cells)
con la finalidad de observar posibles modificaciones en su expresion tras el tratamiento con el
glucocorticoide (GC) dexametasona. Por Ultimo, se caracterizd la composicion proteica de los exosomas
purificados de suero y sobrenadante de esputo.

Resultados: Este estudio ha evidenciado la existencia de dos perfiles especificos de miARNSs circulantes
en suero de pacientes asmaticos. Un perfil, que incluye los miARNs hsa-miR-26a-1-3p y
hsa-miR-376a-3p, mostrd diferencias significativas en su expresion entre pacientes con asma eosinofilica
y no eosinofilica, asi como también entre estos grupos al contemplar la obesidad como comorbilidad
(asma asociada y no asociada a la obesidad). El otro perfil, que comprende los miARNs
hsa-miR-148b-3p, hsa-miR-221-5p, hsa-miR-618, hsa-miR-941 y hsa-miR-769-5p, exhibi6 diferencias
significativas en su expresion entre pacientes asmaticos graves tratados y no tratados con
glucocorticoides orales (GCOs). Sin embargo, estos 5 miARNs no experimentaron cambios significativos
en su expresion en células estructurales del pulmén en respuesta a la dexametasona. Por otra parte, de
los 7 miARNs séricos, se vieron diferencias significativas en la expresion de hsa-miR-26a-1-3p,
hsa-miR-376a-3p y hsa-miR-769-5p en biopsias pulmonares entre sujetos con y sin diagndstico de asma.
Ademas, se apreciaron variaciones en el contenido proteico de exosomas entre ambos fenotipos de
pacientes asmaticos, asi como entre los dos tipos de muestras a partir de las cuales fueron purificados.
Considerando también la correlacion de estos miARNs con parametros clinicos y su participacion en
procesos biologicos relacionados con la patogénesis del asma, los resultados apuntaron a que la
expresion de estos mIARNSs podria ser (til tanto para el diagnéstico del asma como para la discriminacion
de los distintos fenotipos de pacientes asmaticos.

Conclusién: Los perfiles de miARNs desregulados en suero se revelaron como biomarcadores

prometedores, capaces de distinguir entre diferentes grupos de pacientes con asma de acuerdo con sus
caracteristicas clinicas observables, tales como sintomas, signos y manifestaciones de la patologia.
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SUMMARY

Towards precision medicine in asthma: use of circulating microRNAs (miRNAS).

Background: Asthma is a chronic respiratory disease characterised by persistent inflammation of the
airways, excessive mucus production, reversible and variable airflow obstruction, non-specific airway
hyperresponsiveness and structural changes resulting in the appearance of characteristic symptoms and
signs, such as wheezing, shortness of breath, chest tightness and cough. Asthma is recognised as an
extraordinarily complex condition involving different cells of the immune system as well as inflammatory
mediators. Furthermore, it is considered a highly heterogeneous pathology due to a marked variability in
clinical manifestations, the involvement of diverse and intricate underlying pathophysiological
mechanisms, and a considerable variation in responses to treatment.

The heterogeneity of asthma has driven the imperative to differentiate between phenotype and endotype
and to follow its progression, leading to the development of a more accurate classification of this respiratory
condition. The phenotypic and endotypic diversity of asthma positions it as a suitable candidate and, in
turn, poses a challenge in the field of personalised precision medicine (PPM). In this context, biomarkers
represent a clinical tool of great relevance in the diagnosis, prognosis, and treatment of asthma. Currently,
biomarkers in the field of asthma medicine continue to be the subject of research as, unfortunately, those
that are available at the moment are not sufficiently precise, which motivates the continuous search for
more specific biomarkers. MiRNAs have emerged as a promising option in multiple conditions, including
asthma. This is because, in addition to being found freely circulating or associated with proteins or other
components, they are transported protected within exosomes, and their expression is altered in
pathological states, suggesting that they may be unique biomarkers. MiRNAs are small, single-stranded
non-coding (nc) ribonucleic acid (RNA) molecules of approximately 21-25 nucleotides in length. They have
the ability to bind to complementary messenger RNA (mRNA), inhibiting translation to protein, being key
elements in post-transcriptional regulation.

Objectives: The main objective of this Doctoral Thesis was to identify profiles of circulating miRNAs in
asthmatic subjects, grouped according to different clinical characteristics. The usefulness of these serum
MiRNAs as potential asthma biomarkers was investigated, helping to characterise the distinct asthma
phenotypes and endotypes. We also sought to find a profile of miRNAs linked to asthma in lung tissue,
which is the affected tissue in asthma, providing a comprehensive perspective that could lead to a complete
understanding of the molecular changes in asthma. We also examined the protein content of exosomes
present in serum and sputum supernatant from individuals with asthma classified on the basis of the
presence or absence of peripheral blood eosinophilia, which could provide valuable information for
understanding the disease at the molecular level, identifying biomarkers and improving diagnostic and
treatment strategies.

Materials and methods: To fulfil the established objectives, a serum miRNAs sequencing (mMiRNAs-seq)
study was performed to detect miRNAs showing differences in expression between asthmatic subjects
exhibiting different clinical particularities, as well as in lung tissue between individuals with and without a
diagnosis of asthma. These miRNAs were then validated by reverse transcription and quantitative
polymerase chain reaction (RT-qPCR), and statistical analysis was used to assess their viability as
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biomarkers and tools in defining asthma phenotypes and endotypes. In addition, the correlation between
miRNAs and asthma clinical variables was determined. In silico analyses were performed with the
DIANA-miRPath v3.0 bioinformatics tool to identify signalling and metabolic pathways regulated by altered
mMiRNAs, with the aim of discovering potential target genes. Additionally, a predefined profile of serum
miRNAs in small airway epithelial cells (SAEC) and bronchial smooth muscle cells (BSMC) was
investigated to observe possible modifications in their expression after treatment with the glucocorticoid
(GC) dexamethasone. Finally, the protein composition of exosomes purified from serum and sputum
supernatant was characterised.

Results: This study has shown the existence of two specific profiles of circulating miRNAs in serum from
asthma patients. One profile, which includes the miRNAs hsa-miR-26a-1-3p and hsa-miR-376a-3p,
showed significant differences in its expression between eosinophilic and non-eosinophilic asthma
patients, as well as between these groups when considering obesity as a comorbidity (obesity-associated
and non-obesity-associated asthma). The other profile, comprising the miRNAs hsa-miR-148b-3p,
hsa-miR-221-5p, hsa-miR-618, hsa-miR-941 and hsa-miR-769-5p, exhibited significant differences in its
expression between oral corticosteroids (OCS)-treated and non-OCS-treated severe asthma patients
However, these 5 miRNAs did not undergo significant changes in their expression in structural lung cells
in response to dexamethasone. Moreover, of the 7 serum miRNAs, significant differences were seen in
the expression of hsa-miR-26a-1-3p, hsa-miR-376a-3p and hsa-miR-769-5p in lung biopsies between
subjects with and without a diagnosis of asthma. Furthermore, variations in the protein content of
exosomes were observed between both phenotypes of asthma patients, as well as among the two types
of samples from which they were purified. Considering also the correlation of these miRNAs with clinical
parameters and their involvement in biological processes related to the pathogenesis of asthma, the results
suggests that the expression of these miRNAs could be useful both for the diagnosis of asthma and for
the discrimination of the distinct phenotypes of asthmatic patients.

Conclusion: Deregulated serum miRNAs profiles were shown to be promising biomarkers, capable of

distinguishing between different groups of asthma patients according to their observable clinical
characteristics, such as symptoms, signs, and manifestations of the pathology.
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1. ABREVIATURAS

ABPA

ACT

ADN/ DNA
ADNc

AE

AGO/ AGOX
AIC

AINE(s)
ANE
ANOVA
AO
APC(s)
ARN(s)/ RNA(s)
ARNmM
ARNasa
ARNNC
ARNSsn
ARNpol(s)
ASMC

AUC
BAL
BCA
BCHE

BCR
BSMC

CCLX(s)

CCND1
CD(s)/ CDX(s)

CDK®6
CEN(s)
CEX
CH(s)

Cl
CIBERES
CLC

Abreviaturas

Aspergilosis broncopulmonar alérgica.

Test de control del asma; del inglés, Asthma Control Test.

Acido desoxirribonucleico/ en inglés, Desoxirribonucleic Acid.

ADN complementario o copia.

Asma eosinofilica.

Argonauta/ Argonauta X (nimero([s]).

Criterio de informacién de Akaike (o indice de Akaike); del inglés, Akaike's
Information Criterion.

Antiinflamatorio(s) no esteroideo(s).

Asma no eosinofilica.

Andlisis de la varianza; del inglés, Analysis Of Variance.

Asma ocupacional.

Célula(s) presentadora(s) de antigenos; del inglés, Antigen-Presenting Cell(s).
Acido ribonucleico(s)/ en inglés, Ribonucleic Acid(s).

ARN mensajero.

Nucleasa de ARN.

ARN no codificante.

ARN nuclear pequefio (sn; del inglés, small nuclear).

ARN polimerasa(s).

Células musculares lisas de las vias respiratorias; del inglés, Airway Smooth
Muscle Cells.

Area bajo la curva; del inglés, Area Under Curve.

Lavado broncoalveolar; del inglés, Broncoalveolar Lavage.

Acido bicinconinico; del inglés, Bicinchoninic Acid.

Butirilcolinesterasa  (también  llamada  colinesterasa); del inglés,
Butyrylcholinesterase.

Receptor de célula(s) B; del inglés, B-Cell(s) Receptor.

Células musculares lisas bronquiales; del inglés, Bronchial Smooth Muscle
Cells.

Ligando(s) X (nimero[s]) de quimiocinas de motivo C-C; del inglés, C-C motif
chemokine Ligand(s) X (number[s]).

Ciclina D1; del inglés, Cyclin D1.

Cumulo(s) de diferenciacion; del inglés, Cluster(s) of Differentiation/ Camulo(s)
de diferenciacién X (numero[s]); del inglés, Cluster(s) of Differentiation X
(number][s]).

Cinasa 6 dependiente de ciclina; del inglés, Cyclin-Dependent Kinase 6.
Control(es) enddgeno(s).

Control(es) exdgeno(s).

Control(es) de hemodlisis.

Intervalo de confianza; del inglés, Confidence Interval.

Centro de Investigacion Biomédica en Red de Enfermedades Respiratorias.
Cristal de Charcot-Leyden; del inglés, Charcot-Leyden Cristal.
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Abreviaturas

cm
Col.
COLXAX(s)

COX
Ct
CXCL10

DC(s)
DE
DGCRS8

E

EBC

ECP

EDN o RNASE2

EDTA
ELISA(S)

EPO o EPX
EPOC
EREA

ERK1/2

Exp-5
FasL
FC
FDR
FeNO
FEV:1

FLG
FOXO3
FvC

g
GAPDH

GC(s)
GClI(s)
GCO(s)/ OGCs u OCS

GCS
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Centimetro(s).

Color.

Cadena a X (numero[s]) del(de los) colageno(s) tipo X (niUmero[s] romano[s]);
del inglés, Collagen(s) type X (Roman number[s]) a X (number{s]) chain.
Ciclooxigenasa.

Ciclo umbral; del inglés, Cycle threshold.

Ligando 10 de quimiocina de motivo C-X-C; del inglés, C-X-C motif chemokine
Ligand 10.

Célula(s) dendritica(s); del inglés, Dendritic Cell(s).

Desviacion estandar.

Regién critica del sindrome de DiGeorge 8; del inglés, DiGeorge Syndrome
Critical Region 8.

Especificidad.

Condensado de aliento exhalado; del inglés, Exhaled Condensate Breath.
Proteina catidnica de eosindfilos; del inglés, Eosinophil Cationic Protein.
Neurotoxina derivada de eosindfilos; del inglés, Eosinophil-Derived Neurotoxin.
Ribonucleasa 2; del inglés, Ribonuclease 2.

Acido etilendiaminotetraacético; del inglés, Ethylenediaminetetraacetic Acid.
Ensayo(s) por inmunoabsorcién ligado a enzimas; del inglés, Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay(s).

Peroxidasa de eosindfilos; del inglés, Eosinophil Peroxidase.

Enfermedad pulmonar obstructiva cronica.
Enfermedad respiratoria exacerbada
antiinflamatorios no esteroideos.

Cinasas 1/2 reguladas por sefales extracelulares; del inglés, Extracellular
signal-Regulated Kinases 1/2.

Exportina-5.

Ligando Fas; del inglés, Fas Ligand.

Factor(es) de cambio; en inglés, Fold Change(s).

Tasa de falsos descubrimientos; del inglés, False Discoveries Rate.

Fraccién de éxido nitrico exhalado; del inglés, Fractional Exhaled Nitric Oxide.
Volumen espiratorio forzado en el primer segundo; del inglés, Forced
Expiratory Volume in the first second.

Filagrina; del inglés, Filaggrin.

Forkhead Box OS3; del inglés, Forkhead Box O3.

Capacidad vital forzada; del inglés, Forced Vital Capacity.

Fuerza g.

Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa; del
3-Phosphate Dehydrogenase.

Glucocorticoide(s); en inglés, Glucocorticoid(s).
Glucocorticoide(s) inhalado(s).
Glucocorticoide(s) oral(es)/ en
Corticosteroid(s).
Glucocorticoide(s) sistémico(s).

por &cido acetilsalicilico vy

inglés, Glyceraldehyde

inglés, Oral Glucocorticoid(s) u Oral



GDP

GEMA
GH
GHRH

GINA
GO
GTP

h
HL
HLA-E

HRB
HRP

HSP(s)
HUFJD
IFN-y

lg(s)

IGF(s)/ IGF-1

IGFBP(s)/ IGFBP-3

IGF-1R

IIS-FID
IL-X(s)
ILCX(S)

ILV(s)
IL-XR(s)/ IL-XRa(s)

IMC
IQR
kDa
KEGG

Kg

Abreviaturas

Guanosin 0 guanosina difosfato (guanosina-5'[extremo 5'-difosfato); del
inglés, Guanosine Diphosphate.

Guia Espafiola para el Manejo del Asma.

Hormona del crecimiento; del inglés, Growth Hormone.

Hormona liberadora de hormona del crecimiento; del inglés, Growth Hormone-
Releasing Hormone.-

Iniciativa global para el asma; del inglés, Global Initiative for Asthma.
Ontologia de genes; del inglés, Gene Ontology.

Guanosin o0 guanosina trifosfato (guanosina-5'[extremo 5']-trifosfato); del
inglés, Guanosine Triphosphate.

Hora(s).

Hosmer-Lemeshow.

Antigeno de histocompatibilidad de clase |, cadena a E; del inglés,
Histocompatibility Antigen class I, a chain-E.

Hiperrespuesta o hiperreactividad bronquial.

Peroxidasa de rabano; del inglés, Horseradish Peroxidase.

Proteina(s) de choque térmico; del inglés, Heat Shock Protein(s).

Hospital Universitario Fundacion Jiménez Diaz.

Interferon-y.

Inmunoglobulina(s).

Factor(es) de crecimiento similar(es) a la insulina; del inglés, Insulin-like
Growth Factor(s)/ Factor 1 de crecimiento similar a la insulina; del inglés,
Insulin-like Growth Factor-1.

Proteina(s) de unién al(a los) factor(es) de crecimiento similar(es) a la insulina;
del inglés, Insulin-like Growth Factor Binding Protein(s)/ Proteina 3 de unién al
factor de crecimiento similar a la insulina; del inglés, Insulin-like Growth Factor
Binding Protein-3.

Receptor del factor 1 de crecimiento similar a la insulina; del inglés, Insulin-like
Growth Factor-1 Receptor.

Instituto de Investigacion Sanitaria-Fundacién Jiménez Diaz.

Interleucina(s)-X (nimero[s]).

Célula(s) linfoide(s) innata(s) de tipo X (nimero[s]); del inglés, type X
(number(s]) Innate Lymphoid Cell(s).

Vesicula(s) intraluminal(es); del inglés, Intraluminal Vesicle(s).

Receptor(es) de interleucina(s) X (numero[s]); del inglés, Interleukin-X
(number[s]) Receptor(s)/ Subunidad a del(de los) receptor(es) de
interleucina(s) X (namerols]); del inglés, Interleukin-X (number[s]) Receptor(s)
a subunit.

indice de masa corporal.

Rango intercuartilico o intercuartil; del inglés, Interquartile Range.
KiloDalton(s).

Enciclopedia de Kyoto de genes y genomas; del inglés, Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes.

Kilogramo(s).
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Abreviaturas

KU
L
LABA(s)

LFA-1

Logz

m

M

mMAD(s)

MAPK(s)/ MAPKS3

MBP o PRG2

MEC
MEGA

MHC

MIARN(S)/ MIRNA(s)
miRISC

min
mg
mL
mm
mM
MPP/ PPM

MTOR

MV(s)
MVB(s)
NF-kB
ng
NGS
NK(s)
NL
nm
NO
NS

nt
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Kilo unidad(es).

Litro(s).

Agonista(s) B2 adrenérgico(s) de accién prolongada; del inglés, Long-Acting 32
(adrenergic [adrenergic receptor, adrenoreceptor u adrenoceptor]) Agonist(s).

Antigeno 1 asociado a la funcién de linfocitos; del inglés, Lymphocyte Function-
Associated Antigen-1.

Logaritmo en base 2.

Metro(s).

Molar.

Anticuerpo(s) monoclonal(es); del inglés, monoclonal Antibodie(s).

Poteina(s) cinasa(s) activada(s) por mitégenos; del inglés, Mitogen-Activated
Protein Kinase(s)/ Poteina cinasa 3 activada por mitégenos; del inglés,
Mitogen-Activated Protein Kinase 3.

Proteina basica mayor (o principal); del inglés, Major Basic Protein.
Proteoglicano 2 (también llamada proteoglicano de la médula 6sea); del inglés,
Protreoglycan 2.

Matriz extracelular.

Mecanismo(s) implicado(s) en la génesis y evolucién del asma; del inglés,
Mechanisms involved in the Genesis and Evolution of Asthma.

Complejo mayor de histocompatibilidad; del inglés, Major Histocompatibility
Complex.

MicroARNSs(s)/ en inglés, MicroRNA(S).

Complejo de silenciamiento inducido por miARN; del inglés, miARN-Induced
Silencing Complex.

Minuto(s).

Miligramo(s).

Mililitro(s).

Milimetro(s).

Milimolar (milimol/es).

Medicina personalizada de precision/ en inglés, Personalised Precision
Medicine.

Objetivo (diana) de la rapamicina en mamiferos; del inglés, mammalian Target
Of the Rapamycin.

Microvesicula(s).

Cuerpo(s) multivesicular(es); del inglés, Multivesciular Bodie(s).

Factor nuclear-kappa B; del inglés, Nuclear Factor-Kappa B.

Nanogramo(s).

Secuenciacion de nueva generacion; del inglés, Next Generation Sequencing.
Asesina(s) natural(es) (célula[s]); del inglés, Natural Killer (cell[s]).

Lavado nasal; del inglés, Nasal Lavage.

Nanometro(s).

Oxido nitrico; del inglés, Nitric Oxide.

No significativa(s)/o(s).

Nucleétido(s).



n°Xx

OMS

p (p-valor)
PAGE

PBS

PC(s)/ PCA(s)

PEF

P9

pH
PI3K(s)
POC
POSTN
ppb

pre

pri
PSMBX(s)

PTEN
PVDF

g (g-valor)
gPCR
RA
Rab(s)

Ran(s)

RE
RISC

ROC

ROS
RPMI-1640

RP-LC-MS/MS

RSC
RSCcPN

Abreviaturas

Concentracion de una solucién. Ejemplos: 1X, concentracion original o
estandar y 2X, concentracion duplicada en comparacién con la original o
estandar.

Organizacién Mundial de la Salud.

Valor(es) de p; en inglés, p-value(s).

Electroforesis en gel de poliacrilamida; del inglés, Polyacrylamide Gel
Electrophoresis.

Solucion salina tamponada con fosfato; del inglés, Phosphate Buffered Saline.
Componente(s) principal(es); del inglés, Principal Component(s)/ Andlisis de
componentes principales; del inglés, Principal Component Analysis(Analyses).
Pico (maximo) del flujo espiratorio; del inglés, Peak Expiratory Flow.
Picogramo(s).

Potencial de hidrogeno.

Fosfatidilinositol 3-cinasa(s); del inglés, Phosphatidylinositol 3-Kinase(s).
Punto de atencién; del inglés, Point Of Care.

Periostina.

Partes por billén.

Precursor.

Primario.

Subunidad B tipo(s) X (numero[s]) del proteasoma; del inglés, Proteasome
subunit B type(s) X (number[s]).

Homologo de fosfatasa y tensina (gen o proteina); del inglés, Phosphatase and
Tensin homolog.

Polifluoruro de vinilideno; del inglés, Polyvinylidene Fluoride.

Valor(es) de g; en inglés, g-value(s).

Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa; del inglés, quantitative
Polymerase Chain Reaction.

Rinitis alérgica.

Relacionada(s) con Ras en el cerebro; del inglés, Ras-related in brain.
Proteina(s) nuclear(es) relacionada(s) con Ras; del inglés, Ras-related nuclear
protein(s).

Reticulo endoplasmico.

Complejo de silenciamiento inducido por ARN; del inglés, RNA-Induced
Silencing Complex.

Caracteristica operativa del receptor; del inglés, Receiver Operating
Characteristic.

Especie(s) reactiva(s) del oxigeno; del inglés, Reactive Oxygen Specie(s).
Instituto conmemorativo Roswell Park-1640 (medio); del inglés, Roswell Park
Memorial Institute-1640 (medium).

Cromatografia liquida de fase reversa acoplada a la espectrometria de masas
en tandem; del inglés, Reverse Phase-Liquid Chromatography-coupled with
tandem Mass Spectrometry.

Rinosinusitis cronica.

RSC con pélipos nasales.
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Abreviaturas

RT
S
SABA(S)

SAEC

SDS

s

seq
SHBG

SIGLEC-X(s)

SLPI

T2
TA
TCR
TR
TGF-B

TGFBR1

Th
TNF-a
TNFR(S)

TRAIL

TRBP
Tris-HCI

TSLP
U/ Ul
UCM
UTR 3
v

VB
VE(s)
VN
VO
VP
VS.
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Transcripcion reversa o inversa; del inglés, Reverse Transcription.
Sensibilidad.

Agonista(s) B> adrenérgico(s) de accién corta; del inglés, Short-Acting S
(adrenergic [adrenergic receptor, adrenoreceptor u adrenoceptor]) Agonist(s).
Células epiteliales de las vias respiratorias pequefas; del inglés, Small Airway
Epithelial Cells.

Dodecilsulfato sodico; del inglés, Sodium Dodecyl Sulfate.-

Segundo(s).

Secuenciacion; del inglés, sequencing.

Globulina fijadora de hormonas sexuales; del inglés, Sex Hormone Binding
Globulin.

Lectina(s) X (numero[s] o letra[s]) similar(es) a la inmunoglobulina de unién a
acido sidlico; del inglés, Sialic acid-binding Immunoglobulin-like Lectin(s)-X
(number[s] or letter[s]).

Inhibidor de proteasa leucocitaria  secretora  (también llamada
antileucoproteinasa); del inglés, Secretory Leukocyte Protease Inhibitor.

Tipo 2.

Temperatura ambiente.

Receptor de célula(s) T; del inglés, T-Cell(s) Receptor.

Receptor de transferrina; del inglés, Transferrin Receptor.

Factor de crecimiento transformante-B; del inglés, Transforming Growth
Factor-g.

Receptor 1 del factor de crecimiento transformante-; del inglés, Transforming
Growth Factor-B8 Receptor 1.

T cooperador(es/as) (célula[s] o linfocito[s] T); del inglés, T helper.

Factor de necrosis tumoral-a; del inglés, Tumor Necrosis Factor-a.
Receptor(es) del(de los) factor(es) de necrosis tumoral; del inglés, Tumor
Necrosis Factor Receptor(s).

Ligando inductor de apoptosis relacionado con el factor de necrosis tumoral;
del inglés, Tumor Necrosis Factor-Related Apoptosis-Inducing Ligand.
Proteina de union al ARN TAR; del inglés, TAR RNA-Binding Protein.
Clorhidrato de tris(hidroximetil)Jaminometano; del inglés,
Tris(hydroxymethyl)aminomethane-Hydrochloride.

Linfopoyetina estromal timica; del inglés, Thymic Stromal Lymphopoietin.
Unidad(es)/ Unidad(es) internacional(es).

Universidad Complutense de Madrid.

Regién no traducida 3’; del inglés, Untranslated Region 3.

Version.

Visita basal (visita inicial o primera visita).

Vesicula(s) extracelular(es).

Verdadero(s) negativo(s).

Via oral.

Verdadero(s) positivo(s).

Versus.



Hg
ML

=
3

*kkk

Angstrom(s).
Microgramo(s).
Microlitro(s).
Micrémetro(s).

Media(s) (media aritmética) (simbolo).

X (+ DE) (simbolo).

Mediana (IQR) (simbolo).

p < 0,05 (simbolo).

p < 0,01 (simbolo).

p < 0,001 (simbolo).

p < 0,0001 (simbolo).

Menor abundancia (simbolo).
Mayor abundancia (simbolo).

Abreviaturas
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2. INTRODUCCION

2.1. El asma: enfermedad respiratoria crénica

La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) define que las enfermedades cronicas son patologias que no
se transmiten de persona a persona, de larga duracién y, generalmente, de progresion lental. Se
distinguen, en funcién de la localizacién afectada, cuatro tipos principales de enfermedades crénicas: las
enfermedades cardiovasculares, el cancer, las enfermedades respiratorias crénicas y la diabetes?.

Las enfermedades respiratorias cronicas afectan a las vias respiratorias y otras estructuras del pulmoén, y
se encuentran entre las principales causas de morbilidad y mortalidad en todo el mundo®+“. Se clasifican
en restrictivas y obstructivas en base al patron de deterioro fisioldgico, medido con pruebas de funcion
pulmonar®. Entre las enfermedades respiratorias crénicas de tipo restrictivo pueden encontrarse las
enfermedades pulmonares intersticiales (como, por ejemplo, la fibrosis pulmonar idiopatica), mientras que,
en las de tipo obstructivo, los ejemplos mas comunes, y mas prevalentes, son la enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (EPOC) y el asma®’. De entre las enfermedades respiratorias crénicas, y en concreto
de entre las de tipo obstructivo, esta Tesis versara acerca de la patologia asmatica y su estudio.

2.1.1. Historia y epidemiologia del asma

En cuanto a su origen, fue Hipocrates (460-370 a. C.) quien menciona por primera vez el asma como
término médico. No obstante, en los Tratados hipocraticos (Corpus Hippocraticum), una coleccién de unos
50 escritos médicos atribuidos clasicamente a HipGcrates, es dificil determinar si el término asma era
usado para referirse a una entidad clinica independiente o0 meramente a un sintoma?®. Ya en el siglo XII,
Rabi Moshé ben Maimoén (1135-1204), mas conocido como Maimanides, escribid el Libro del asma, la
primera monografia en la historia de la medicina sobre dicha afeccion, por encargo de un noble que
padecia esta enfermedad pero, no fue hasta el siglo XX, cuando se produjo un gran impulso en el estudio
y conocimiento de los mecanismos fisiopatolédgicos, la clinica, el diagnéstico y el tratamiento de esta
enfermedad. Durante ese periodo se establecio la primera definicion estandarizada del asma, la cual se
atribuye fundamentalmente a los dos Simposios celebrados por la Fundaciéon CIBA en 1959 y 1971°%11,
Desde entonces, la definicion del asma ha sido sometida a numerosas variaciones. Aunque es una
enfermedad comin en nifios y adultos, facilmente reconocible por sus sintomas, su definicién es
ciertamente complejay, en la actualidad, aun se desconocen muchos aspectos de su etiologia y evolucion.

Epidemioldgicamente, se estima que alrededor de 300 millones de personas en todo el mundo sufren
asma, y se calcula que esta cifra de afectados se vera incrementada en 100 millones para el afio 2025%.
El asma es una de las principales enfermedades crénicas “no transmisibles” mas comunes y se ha
demostrado que tiene un impacto sustancial en la calidad de vida de las personas'®. Existe una amplia
variacion geografica en la prevalencia de esta patologia, siendo mas alta en los paises desarrollados que
en los paises en vias de desarrollo. Sin embargo, en estos Ultimos, donde los medicamentos bésicos no
estan disponibles y los pacientes tienen mayor dificultad para acceder a la atencién médica, es probable
que la prevalencia del asma esté infravalorada!4. Ademas, la incidencia y prevalencia del asma son
mayores en nifios que en adultos®®. No solo su elevada tasa en la poblacién constituye un problema de
salud publica mundial, sino que ademas es una de las enfermedades que causa mayor morbilidad, asi
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como una mortalidad en torno a 0,2 muertes por cada 100.000 habitantes'®1’. Asimismo, es importante
mencionar que, pese a que el asma grave afecta Unicamente al 5-10% de la poblacion asmatica
(representando esta el 5-10%, igualmente, de la poblacién global), se asocia con mayor sintomatologia,
riesgo de exacerbacién (agudizacion, ataque o crisis), morbilidad, mortalidad, gasto en salud y menor
calidad de vida que el asma no grave?®.

Por tanto, a causa de su elevado impacto clinico y social, y al alto coste sanitario que conlleva, el asma
constituye un problema no resuelto de enorme interés sociosanitario y econémico®®.

2.1.2. Caracteristicas clinicas y sintomatologia del asma

Tanto la Guia Espafiola para el Manejo del Asma (GEMA) como la iniciativa global para el asma (GINA,;
del inglés, Global Initiative for Asthma) son guias de referencia para el abordaje del asma. Ambas guias
han propuesto una definicion consensuada del asma, considerando sus caracteristicas clinicas,
fisiolégicas y patologicas, que la distinguen de otras condiciones respiratorias. En las dos guias, el asma
se considera una enfermedad compleja, donde participan distintas células y mediadores de la inflamacion,
y heterogénea, que incluye diversos fenotipos clinicos que comparten manifestaciones clinicas similares,
caracterizada normalmente por la inflamacion crénica de las vias respiratorias, la hipersecrecion de moco,
la hiperrespuesta o hiperreactividad bronquial (HRB) y la obstruccién reversible, parcial o total, del flujo
aéreo. Ademas, en ambas guias se incluyen los sintomas y signos (sibilancias, dificultad para respirar o
disnea, opresion toracica y tos) que definen la patologia, de predominio nocturno o de madrugada,
variables en tiempo e intensidad, inespecificos y recurrentes?®2%, En la figura 1 se observan las diferencias
entre la via respiratoria de un individuo sano (sin alteraciones) y la de un sujeto con asma (con alteraciones
caracteristicas del asma).

A VIAS RESPIRATORIAS B c

MUSCULO LISO |+~ ’ MUSCULO LISO
RELAJADO CONTRAIDO
PARED PARED INFLAMADA
) Y ENGROSADA

ViA RESPIRATORIA DURANTE
LA SINTOMATOLOGIA ASMATICA
(PRESENCIA DE ALTERACIONES)

ViA RESPIRATORIA NORMAL
(AUSENCIA DE ALTERACIONES)

| SISTEMA RESPIRATORIO |

Figura 1. Alteraciones fisiologicas caracteristicas del asma. A. Representacién de la estructura general del sistema
respiratorio. B. Via respiratoria (bronquio) de un individuo sano (sin alteraciones). C. Via respiratoria (bronquio) de un sujeto
con asma (con alteraciones caracteristicas del asma: hipertrofia del musculo liso bronquial, edema de la pared de la via
respiratoria [pared inflamada y engrosada], engrosamiento de la mucosa de la via respiratoria, hipersecrecién de moco y
remodelado de la pared bronquial con el consiguiente estrechamiento del lumen). Figura creada con BioRender
(BioRender.com).

28



Introduccién

2.1.3. Factores de riesgo y factores desencadenantes para el desarrollo del asma

En el desarrollo del asma es importante tener en cuenta la discriminacion entre los factores de riesgo y
los factores desencadenantes de los sintomas o de agudizaciones de la enfermedad??. Los factores de
riesgo de la patologia asmética son aquellos que se asocian a la aparicion del asma, mientras que los
factores desencadenantes de los sintomas o de agudizaciones de la enfermedad asmatica son aquellos
gue, tras la exposicion, desatan los sintomas o el agravamiento del asma?324,

Los factores de riesgo del asma o con mayor grado de asociacién con la enfermedad asmatica mas
estudiados, expuestos en la tabla 1, se clasifican dentro de los siguientes tipos: factores ambientales,
factores del huésped, factores perinatales y farmacos?°.

Tabla 1. Factores de riesgo del asma o con mayor grado de asociacion con la enfermedad asmaética.

FACTORES DE RIESGO DEL ASMA

: Aeroalérgenos, alérgenos laborales, contaminacion ambiental,
Factores ambientales X . . .
infecciones respiratorias y tabaco
Factores del huésped Atopia, hiperrespuesta bronquial, menarquia temprana, obesidad y rinitis
Cesarea, consumo de tabaco durante la gestacion, dieta de la madre,
Factores perinatales dieta del lactante, edad de la madre, funcién pulmonar del neonato,
ictericia neonatal, lactancia, preeclampsia y prematuridad
Farmacos Anti4cidos, antibiticos, paracetamol y Terapia Hormonal Sustitutiva (THS)

Los factores ambientales (alérgenos, contaminacion del aire, infecciones respiratorias, tabaquismo)
pueden influir drasticamente en el fenotipo de las enfermedades alérgicas, incluido el asma, y estos
factores ambientales interactlan con factores del huésped, factores intrinsecos al individuo
(principalmente genéticos), para promover el desarrollo y la progresion de las enfermedades alérgicas®.

En relacion con los factores del huésped, la atopia es una predisposicién genética para producir
inmunoglobulina (Ig) E vy, por consiguiente, desarrollar una respuesta mediada por IgE en la patologia
asmatica. Se considera el principal factor de riesgo para la aparicién del asma alérgica o atépica, que es
la forma mas comun del asma, afectando al 70-90% de los nifios y al 50% de los adultos?6. Ademas, la
HRB, un rasgo clinico caracteristico de la enfermedad asmatica, es un factor de riesgo para una
disminucién de la funcién pulmonar y el desarrollo del asma?’. Por otro lado, estudios epidemiolégicos
respaldan que las mujeres con menarquia temprana (£ 11 afios) y obesidad son mas propensas a
desarrollar asma y de mayor gravedad?®. Finalmente, la presencia de rinitis alérgica (RA), que afecta al
10-30% de la poblacion general y comparte caracteristicas fisiopatoldégicas comunes con la patologia
asmatica, es un factor de riesgo identificado para el inicio del asma en adultos?®:20,

Puesto que el asma es la enfermedad cronica més frecuente en los nifios y la prevalencia del asma infantil
ha aumentado en los Ultimos afios, la atencién se ha centrado en los periodos prenatal y perinatal con la
finalidad de reconocer factores de riesgo, los cuales podrian ayudar a predecir la aparicion del asma3'32,
En referencia al tipo de parto, se ha demostrado una mayor probabilidad de padecer asma en los nifios
nacidos por cesarea que en los niflos nacidos por via vaginal®. El tabaquismo materno durante el
embarazo puede afectar a la funcién pulmonar posnatal del nifio y, en consecuencia, esto puede conducir
a un mayor riesgo de la patologia asmatica®*. Ademas, la nutricion materna durante la gestacién puede
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influir en el riesgo de asma y otras enfermedades alérgicas en la descendencia, asi como la alimentacion
infantil también se asocia con el desarrollo del asma, siendo la lactancia materna directa mas protectora
en comparacion con la alimentacion con la leche materna indirecta y la leche de férmula3>2¢. Igualmente,
la edad de la madre en el momento del parto se ha relacionado con la presencia, en la nifiez, de asmay
alergia, pero el papel de este factor es susceptible de duda®’. Para concluir con los factores perinatales,
se ha observado que la hiperbilirrubinemia neonatal, la preeclampsia y la prematuridad estan vinculadas
con un mayor riesgo de asma infantil38-49,

Por dltimo, el consumo de ciertos medicamentos puede contribuir al riesgo de asma y alergia. El uso
prenatal, durante el embarazo, de farmacos supresores de acido puede aumentar el riesgo de la patologia
asmatica en la descendencia®!. También, la utilizacién de terapia antibiética en los primeros afios de vida
se asocia con un mayor riesgo de desarrollar la enfermedad asmatica*?. Asimismo, estudios
epidemioldgicos apoyan que el consumo de paracetamol, tanto en el embarazo como en la infancia,
aumentan el riesgo de asma durante la nifiez posterior®.

Por otra parte, es importante tener en cuenta los factores desencadenantes de los sintomas o de
agudizaciones de la patologia asmatica, que se muestran en la tabla 2, porque pueden provocar

situaciones graves y, por lo tanto, deben evitarse®.

Tabla 2. Factores desencadenantes de los sintomas o de agudizaciones de la patologia asmatica.

FACTORES DESENCADENANTES DE LOS SINTOMAS O DE AGUDIZACIONES DEL ASMA
Factores ambientales Atmosféricos, domésticos, hongos y virus
Factores sistémicos Farmacos, alimentos y otros
Sustancias de peso molecular bajo: farmacos, anhidridos, disocianatos, maderas,
metales y otros
Factores laborales Sustancias de peso molecular alto: sustancias de origen vegetal, polvo y harinas,
alimentos, enzimas vegetales, gomas vegetales, hongos y esporas,
y enzimas animales

La exposicion a factores ambientales de tipo atmosférico como la polucién o contaminacién del aire,
sustancias nocivas, y polenes, entre otros, pueden inducir sintomas del asma o exacerbaciones de la
enfermedad, lo cual puede requerir atencién medica e incluso hospitalizacion, en agudizaciones de la
patologia asmatica**4>. También, entre los factores ambientales de origen doméstico, los alérgenos,
especialmente los que se encuentran en los excrementos de los &caros del polvo, que cominmente viven
en el polvo del hogar, son aeroalérgenos que, por inhalacién, desencadenan, como resultado, reaccioén
alérgica, sintomas o exacerbaciones del asma (asma alérgica)*¢. Ademas, dentro de este grupo de
factores, varios microorganismos, como hongos y virus, se han relacionado con sintomas y agudizaciones
de la enfermedad asmatica*’*8. Los rinovirus son los patégenos mas comunes de las exacerbaciones
agudas del asma, en los nifios en edad escolar, causadas por virus*.

Del mismo modo, factores sistémicos como farmacos, alimentos u otros (por ejemplo, veneno de
himenopteros) pueden causar sintomas y crisis del asma®°-53,

En dltimo lugar, se contemplan los factores laborales, donde el “asma relacionada con el trabajo”
comprende tanto el asma ocupacional (AO) como el asma exacerbada por el trabajo (asma preexistente
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agravada por el trabajo), siendo la exposicién a agentes en el lugar de trabajo la causa en ambos casos®.
Se estima que, aproximadamente, el 15% de los casos de asma de inicio en la edad adulta son debidos
a causas Yy condiciones atribuibles al entorno laboral®®. Los agentes causales pueden ser proteinas (o
alérgenos) de bajo peso molecular (< 1 kiloDalton [kDa]) o de alto peso molecular (> 10 kDa). Los agentes
de alto peso molecular causan sensibilizacion a través de un mecanismo mediado por IgE, mientras que,
para los agentes de bajo peso molecular, los mecanismos inmunolégicos exactos que conducen a la
sensibilizacion de las vias respiratorias ain no se han caracterizado por completo®. Se ha visto que en
el AO ocasionado por agentes de bajo peso molecular puede haber mayor riesgo de exacerbacion que
en el AO debido a agentes de alto peso molecular®’.

No obstante, la exposicion temprana a factores ambientales de riesgo asociados al asma podria tener
efectos beneficiosos en la salud, comportandose como factores “protectores” que previenen el desarrollo
posterior de la patologia asmatica y otras enfermedades alérgicas®e.

2.1.4. Fisiopatologia del asma: elevada complejidad

Pese a la gran diversidad en el espectro de la sintomatologia clinica del asma, la presencia de inflamacion,
que afecta a la via respiratoria y esta presente incluso cuando los sintomas son episédicos, es una
caracteristica patolégica comin®®. Sin embargo, la relacién entre la intensidad de la inflamacién y la
gravedad del asma sigue sin haberse establecido sélidamente®°,

El fundamento de la inflamacién crénica de las vias respiratorias en el asma, sobre la que surgen los
sintomas, es la respuesta inmunitaria o inmune. Esta respuesta, que conlleva el desarrollo y la progresion
hacia la cronicidad de la inflamacién en el asma, resulta del papel crucial del epitelio de las vias
respiratorias en la respuesta inmunitaria local, asi como de las funciones inmunes innatas y adaptativas,
gue dependen de interacciones complejas entre factores genéticos y ambientales®:62,

El infiltrado inflamatorio del asma, tradicionalmente vinculado con un predominio de eosinéfilos, puede
estar constituido ademas por células dendriticas (DCs; del inglés, Dendritic Cells), linfocitos o células T
(T cooperadoras, Th [del inglés, T helper]; Thl, Th2, y Thl7, que se diferencian de las células T CD4*
[cimulo de diferenciacién, CD; del inglés, Cluster of Differentiation]), linfocitos o células B, basdfilos,
mastocitos, macréfagos y neutréfilos. Estas células liberan mediadores y otras moléculas que colaboran
en el mantenimiento de la inflamacién, la cual se vuelve crénica, y contribuye en conjunto al origen de los
sintomas de la enfermedad®3.

A pesar de que las respuestas inmunitarias de Tipo 2 (T2) permiten la defensa del huésped frente a
infecciones causadas por parasitos extracelulares, como los helmintos, su activacién anémala y cronica
tiene como resultado enfermedades inflamatorias de tipo alérgico como el asma, entre otras®*.

La respuesta inmunitaria T2 (Th2-alta, T2-alta o, sencillamente, T2; figura 2) se desencadena en el asma
alérgica o atépica, caracterizada por un infiltrado eosinofilico, la activaciéon de mastocitos y la produccién
de IgE®. No obstante, en el asma no alérgica o no atépica, puede ocurrir una respuesta T2 con un
infiltrado rico en eosindfilos, o una respuesta inmunitaria no T2 (Th2-baja, T2-baja o, simplemente, no T2),
gue se identifica por un infiltrado neutrofilico, o eosinofilico y neutrofilico®®.
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En la respuesta T2 alérgica (figura 2), las DCs inmaduras migran desde la medula 6sea hacia las vias
respiratorias, guiadas por moléculas quimioatrayentes como los ligandos 2 y 20 de quimiocinas de motivo
C-C (CCL2 y CCL20; del inglés, C-C motif chemokine Ligands 2 and 20), liberadas por el epitelio
respiratorio activado®’. Estas células capturan y procesan los antigenos (alérgenos), madurando y
adquiriendo la capacidad de células presentadoras de antigenos (APCs; del inglés, Antigen-Presenting
Cells)®®. Ademas, las células del epitelio de las vias respiratorias producen y secretan citocinas como
interleucina (IL)-25, IL-33 y linfopoyetina estromal timica (TSLP; del inglés, Thymic Stromal
Lymphopoietin), conocidas como alarminas, en respuesta a desencadenantes ambientales como
alérgenos, bacterias, virus, contaminantes (por ejemplo, el humo de tabaco) o superantigenos, lo que
promueve la inflamacién Th2 al modular la funcién de APCs en las DCs®°.

Las DCs presentan los alérgenos procesados al receptor de células T (TCR; del inglés, T-Cells Receptor)
virgenes, en el contexto del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC; del inglés, Major
Histocompatibility Complex) de clase 118, La activacion de células T requiere, adicionalmente, la
interaccion entre las moléculas coestimuladoras CD80 y CD86 (o B7-1 y B7-2, respectivamente) en las
DCs y su receptor CD28 en las células T, resultando en células T CD4* activadas’®. Las DCs activadas,
por tanto, se movilizan a los ganglios linfaticos donde activan a células T, actuando como nexo entre la
inmunidad innata y adaptativa’’. Este proceso involucra al receptor 7 de quimiocinas de motivo C-C
(CCRY; del inglés, C-C motif chemokine Receptor 7), expresado en las DCs, y a sus ligandos 19 y 21 de
quimiocinas de motivo C-C (CCL19 y CCL21,; del inglés, C-C motif chemokine Ligands 19 and 21),
secretados principalmente en regiones paracorticales ricas en células T de los nédulos linfaticos2.

Tras su activacion, las células T CD4" se diferencian en células Th2 en presencia de IL-4, o que conlleva
la activacion de la sefalizacion dependiente del transductor de la sefial y activador de la transcripcién 6
(STATSG; del inglés, Signal Transducer and Activator of Transcription 6) y esto, a su vez, la expresion de
GATA3, ambos factores de transcripcion’. Las células Th2 activadas producen y liberan citocinas
proinflamatorias T2 como IL-4, IL-5 e IL-13, responsables de iniciar y preservar la respuesta T274.
Analogamente, las células linfoides innatas de tipo 2 (ILC2s; del inglés, type 2 Innate Lymphoid Cells)
también secretan estas citocinas en respuesta a las alarminas producidas y liberadas por el epitelio
respiratorio’. Las ILC2s se activan rapidamente durante la fase temprana de la respuesta T2, cooperando
con las células Th2 en esta respuesta inmunitaria’®’’. El descubrimiento de las ILC2s cuestiond la vision
tradicional de que solo la respuesta inmunitaria adaptativa impulsa la respuesta T2, incorporando a las
ILC2s como nuevas protagonistas en ella y el asma alérgica’®.

La IL-4, derivada de basdfilos, eosindfilos, mastocitos, células asesinas naturales (NKs; del inglés, Natural
Killers) o células Th2, esta implicada en la polarizacion de células T CD4* a células Th2 y, junto con la
IL-13, promueve la produccion de anticuerpos IgE en las células B7®7°. En una segunda exposicion
después de la sensibilizacion a un antigeno, los anticuerpos IgE unidos a su receptor de alta afinidad
FceRI (épsilon, €) en baséfilos y mastocitos provocan su activaciéon, desencadenando la degranulacién y
liberacion de mediadores que inducen broncoconstriccion, inflamacién y remodelacion de las vias
respiratorias®®. La IL-5 es vital para la maduracion, proliferacién, activacion, supervivencia y reclutamiento
de eosindfilos en las vias respiratorias®'. Las eotaxinas (eotaxinas 1-3 o ligandos 11, 24 y 26 de
guimiocinas de motivo C-C [CCL11, CCL24 y CCL26; del inglés, C-C motif chemokine Ligands 11, 24 and
26]), producidas y liberadas por las células del epitelio respiratorio, actan como quimioatrayentes de
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eosindfilos. Estos migran desde el endotelio vascular hacia las vias respiratorias, mediado por integrinas
como integrina a4B1 (alfa, a; beta, ) o antigeno 4 muy tardio (VLA-4; del inglés, Very Late Antigen-4) en
los eosindfilos y la molécula 1 de adhesion de células vasculares (VCAM-1; del inglés, Vascular Cell
Adhesion Molecule-1) en el endotelio vascular®?8, En las vias respiratorias, los eosinéfilos activados se
degranulan, liberando una variedad de mediadores, que incluyen proteinas béasicas o catiénicas como la
proteina basica mayor (MBP; del inglés, Major Basic Protein), la proteina catiénica de eosindfilos (ECP;
del inglés, Eosinophil Cationic Protein) y la peroxidasa de eosindfilos (EPO; del inglés, Eosinophil
Peroxidase), junto con moléculas toxicas como el éxido nitrico (NO; del inglés, Nitric Oxide) y las especies
reactivas del oxigeno (ROS; del inglés, Reactive Oxygen Species), ademas de diversas citocinas y
guimiocinas. Estos mediadores causan dafio en las vias respiratorias y contribuyen a la inflamacion y
remodelacion de las mismas®. Finalmente, las citocinas T2 estan implicadas en la hipersecrecion de
moco, la fibrosis subepitelial y la hiperreactividad del muasculo liso”’.

Resta mencionar que la respuesta T2 se beneficia de la regulacién a la baja de moléculas
inmunosupresoras sobre las respuestas mediadas por células Th2, como la IL-10 y el factor de crecimiento
transformante-B (TGF-B; del inglés, Transforming Growth Factor-G8), secretadas por las células
T reguladoras (T regs)®.

En el asma no alérgica (figura 2), puede producirse una respuesta T2 con infiltrado rico en eosinofilos, 0
una respuesta no T2 que implica otros mecanismos inmunolégicos y se caracteriza por un infiltrado
neutrofilico (asma neutrofilica) o por un infiltrado eosinofilico y neutrofilico (asma paucigranulocitica). El
fenotipo paucigranulocitico se distingue del fenotipo mixto, los dos con infiltrado eosinofilico y neutrofilico,
por la proporcion de estos tipos celulares. Se observa un porcentaje inferior de ambos tipos celulares en
el fenotipo paucigranulocitico, en comparacién con los valores establecidos para estos tipos celulares en
los fenotipos eosinofilico y neutrofilico, y un porcentaje superior en el fenotipo mixto®.

En el asma, ademas de las células epiteliales de las vias respiratorias pequefias (SAEC; del inglés, Small
Airway Epithelial Cells), otras células estructurales como las células musculares lisas bronquiales (BSMC,;
del inglés, Bronchial Smooth Muscle Cells), células endoteliales, fibroblastos y miofibroblastos también
secretan mediadores inflamatorios que favorecen el mantenimiento de la inflamacién®’. Por ejemplo, tanto
las SAEC como las BSMC producen y liberan periostina (POSTN), que actlia en la reparacion del epitelio
dafiado, pero, si el proceso de reparacion epitelial es aberrante, impulsa la produccion de matriz
extracelular (MEC) y la fibrosis subepitelial®.

En resumen, la respuesta inmunitaria en el asma conlleva la inflamacion crénica de las vias respiratorias,
sobre la que surgen los sintomas, y cambios estructurales caracteristicos englobados en lo que se conoce
como remodelado de las vias aéreas, que incluye: engrosamiento de la capa reticular de la membrana
basal, fibrosis subepitelial, hipertrofia e hiperplasia de la musculatura lisa bronquial, proliferacion y
dilatacion de los vasos, hiperplasia de las glandulas mucosas e hipersecrecion de moco, y que se asocia
a una progresiva pérdida de la funcién pulmonar®. También, la contraccién de la musculatura lisa
bronquial y la HRB son caracteristicas de la fisiopatologia del asma®.
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Figura 2. Fisiopatologia del asma. Representacion de los componentes de la inmunidad innata y adaptativa en el asma,
asi como las consecuencias en las vias respiratorias de la respuesta inmunitaria en esta patologia. Figura creada con
BioRender (BioRender.com).

2.1.5. Fenotipos y endotipos: heterogeneidad del asma

La heterogeneidad propia del asma hace que la enfermedad asmética se considere un sindrome integrado
por un conjunto de fenotipos clinicos que comparten manifestaciones clinicas similares, pero de etiologias
y con prondsticos diferentes®’. Dado que, los signos y sintomas clinicos que describen la patologia
asmatica no son especificos del asma, pues se ponen de manifiesto en otras enfermedades respiratorias,
y, ademas, difieren inclusive en cuanto a su presentacion en individuos asmaticos, es precisa la deduccion
y vinculacién entre ellos, teniendo en consideracién su naturaleza, inicio, desencadenantes y respuesta
terapéutica al tratamiento®2. De modo que, clasificar en subgrupos fundamentados en distintos fenotipos,
definidos por las caracteristicas observables (clinicas, fisiologicas, morfologicas, bioquimicas y respuesta
al tratamiento) sin relacién directa con el proceso fisiopatolégico implicado (pero incluyendo la fisiologia,
los desencadenantes y los parametros inflamatorios), tiene como propésito identificar a los sujetos
asmaticos candidatos a recibir tratamientos dirigidos y eficaces®.

Actualmente, desde el punto de vista clinico, el asma se caracteriza por una amplia variedad de fenotipos
diferentes. La primera clasificacion del asma distinguia, atendiendo a su origen, a si el asma se
desencadenaba o no por alérgenos, entre los fenotipos de asma alérgica y asma no alérgica, siendo el
asma alérgica, en la actualidad, el fenotipo del asma més comin. Como se citd previamente, la respuesta
T2 (en la que intervienen células Th2) se activa en el asma alérgica. Sin embargo, en el asma no alérgica
también puede desencadenarse una respuesta T2 con infiltrado rico en eosindfilos, siendo células
protagonistas en ambos fenotipos®°:66.93.94
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Ahora bien, desde esta primera categorizacion, se han propuesto diversos fenotipos del asma en base a
diferentes caracteristicas como la edad de inicio o aparicion, el desencadenante, la clinica, el patron
inflamatorio y el fenotipo molecular. Segun la edad de inicio o aparicion del asma se puede diferenciar
entre asma de inicio temprano (asma infantil) y asma de inicio tardio (asma en adultos). El asma de inicio
temprano (< 12 afios) se asocia, por lo comun, con la alergia mientras que el asma de inicio tardio se
inicia o aparece, como su nombre indica, en la edad adulta, es mas frecuente en mujeres y, a diferencia
del asma de inicio temprano o de la nifiez, muchas veces cursa sin alergia® . En funcion del
desencadenante, se han propuesto los siguientes fenotipos: asma inducida por alérgenos ambientales
(asma alérgica) u ocupacionales (AO), por ejercicio, por la menstruacién, por tabaquismo u otros irritantes
y por aspirina®’%,

Conforme a variables clinicas como gravedad, exacerbaciones, tratamiento, limitacién del flujo aéreo y
comorbilidades (por ejemplo, obesidad), se han designado otros fenotipos: asma intermitente, asma
persistente leve, asma persistente moderada y asma persistente grave, asma con exacerbaciones graves,
asma refractaria al tratamiento (individuos con asma dependiente de glucocorticoides [GCs; también
llamados corticosteroides o corticoides]), asma con limitacién fija al flujo aéreo (a causa de la
remodelacion bronquial) y asma en sujetos obesos (sintomas graves)®’. De acuerdo con la celularidad del
foco inflamatorio (patron inflamatorio), en cuya determinacion es esencial la citologia de esputo, sangre y
caracteristicas clinicas, se consideran los siguientes fenotipos: asma eosinofilica (a menudo, alérgica y
con buena respuesta a glucocorticoides inhalados [GCIs]), asma neutrofilica (normalmente, en individuos
con patologia grave, con exacerbaciones y con peor respuesta a GCIs), asma mixta granulocitica
(eosindfilica y neutrofilica) y asma paucigranulocitica (porcentaje de eosindfilos y neutrdéfilos inferior a los
valores estipulados a tomar en consideracion para estos tipos celulares en los fenotipos eosinofilico y
neutrofilico)®®. Finalmente, mediante el estudio de marcadores moleculares especificos, la enfermedad
asmatica puede dividirse en los fenotipos (y también endotipos) asma T2 (o Th2-alto o T2-alto) y asma no
T2 (o Th2-bajo o T2-bajo)!.

Hoy dia, por tanto, se acepta que los fenotipos del asma se agrupan en tres grandes grupos (no
excluyentes entre si): fisiolégicos (edad de inicio o aparicion y clinica), relacionados con
desencadenantes, e inflamatorios (patrén inflamatorio y marcadores moleculares). Se admite que puede
haber solapamiento entre las distintas categorias, y un sujeto asmatico puede pasar de un fenotipo a
otro!®. En la tabla 3 se muestran los fenotipos del asma contemplados hasta el momento.

Pese a que los fenotipos del asma son realmente Utiles, no estan por necesidad vinculados directamente
con el proceso fisiopatoldgico involucrado y, por consiguiente, se propusieron los endotipos del asma,
definidos como “subtipos o entidades de una condicién o enfermedad determinados funcional y
fisiopatolégicamente por un mismo mecanismo molecular’, fundamentandose en que multiples
mecanismos fisiopatolégicos pueden ser causa de un mismo fenotipo, posibilitando asi la subtipificacion
de los fenotipos basandose en el proceso fisiopatolégico subyacentel®?, Fundamentalmente, desde que
se introdujo el término endotipo hasta la fecha, se conocen sobre todo dos endotipos del asma, asma T2
y asma no T2, pero existen endotipos, formulados a partir de fenotipos descritos anteriormente, como:
asma alérgica, aspergilosis broncopulmonar alérgica (ABPA), asma hipereosinofilica de inicio tardio y
enfermedad respiratoria exacerbada por acido acetilsalicilico y antiinflamatorios no esteroideos (AINES)
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(EREA)®:193, En la tabla 4 se muestran los Gltimos cuatro endotipos del asma mencionados y una breve

descripcién de estos.

Tabla 3. Fenotipos del asma.

FENOTIPOS DEL ASMA

CLASIFICACION (SEGUN) FENOTIPOS
Origen (desencadenamiento Asma alérgica (extrinseca)
0 no por alérgenos) Asma no alérgica (intrinseca)
Asma de inicio precoz (< 12 afos; suele ser alérgica)
Edad de inicio o fisiologia Asma de inicio tardio (se inicia en la edad adulta; sobre todo en mujeres

y suele cursar sin alergia)
Asma alérgica (inducida por alérgenos ambientales u ocupacionales)
Asma inducida por ejercicio
Desencadenante Asma inducida por menstruacion
Asma inducida por tabaquismo u otros irritantes
Asma inducida por aspirina
Asma intermitente
Asma persistente leve
Asma persistente moderada
Asma persistente grave
Asma con exacerbaciones graves

Asma refractaria al tratamiento (sobre todo en pacientes sin alergia
y asma dependiente de GCs)

Asma con limitacion fija al flujo aéreo (por remodelacion bronquial;
por sindrome de solapamiento asma y EPOC)
Asma y obesidad (con sintomas graves)
Asma eosinofilica (suele ser alérgica y tener buena respuesta a GCls,

Asma segun la gravedad

Clinica o fisiologia

Patrén infl . en general)
atr(c;r;lhr}aﬁ?;éono Asma neutrofilica (suele darse en pacientes con enfermedad
y exacerbaciones graves, con peor respuesta a GCIs)

del foco inflamatorio - = — —
) Asma mixta granulocitica (eosinofilica y neutrofilica)

Asma paucigranulocitica
Marcadores moleculares Asma T2 (o Th2-alto o T2-alto)
(fenotipo molecular) Asma no T2 ( o Th2-bajo o T2-bajo)

Tabla 4. Endotipos del asma.

ENDOTIPOS DEL ASMA
Asma alérgica (generalmente, inicio en la infancia y asociada a manifestaciones atdpicas;
eosinofilia bronquial y proceso fisiopatol6gico subyacente T2)

ABPA (asma mixta granulocitica, IgG e IgE especificas para Aspergillus y episodios de broncoespasmo,
entre otros)

Asma hipereosinofilica de inicio tardio (hipereosinofilia; posibles agudizaciones graves,
gue pueden ser prevenidas por el empleo de glucocorticoides sistémicos [GCS], pero no de GCIs)
EREA (asma inducida por acido acetilsalicilico y AINEs o intolerancia a acido acetilsalicilico y AINES)

Por ultimo, debido a la heterogeneidad y complejidad del asma, cabe aludir a la puesta en practica de la
medicina personalizada de precision (MPP) con el fin de optimizar la eleccion del tratamiento especifico
y adecuado dependiendo del fenotipo y endotipo de los pacientes asmaticos'%4. Por otra parte, para la
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caracterizacion de los fenotipos y endotipos del asma propuestos, es clave el estudio de biomarcadores
(y sus dianas) moleculares especificos, campo que, por el momento, se encuentra en desarrollo y
aplicacion para las terapias biol6gicas'®.

2.1.5.1. Asma grave: asma eosinofilica y asma dependiente de GCs (glucocorticoides orales
[GCOs; en inglés, Oral Glucocorticoids u Oral Corticosteroids (OGCs u OCS)])

La gravedad del asma es una propiedad inherente de la enfermedad, que evidencia la intensidad de las
anomalias fisiopatoldgicas que originan sintomas, e implica tanto la intensidad del proceso, como la
respuesta al tratamiento!®. La evaluacién de la gravedad se lleva a cabo, habitualmente, con efecto
retroactivo al control y tratamiento del asma (es decir, cuando el asma esta controlada y el tratamiento ha
sido pautado), y se clasifica en base a las necesidades de tratamiento de mantenimiento requeridas para
alcanzar el control de los sintomas y las exacerbaciones?’. Por regla general, el asma se ha clasificado
en funcién de la gravedad, conforme con las directrices estipuladas por la guia GEMA, distinguiéndose,
segun parametros clinicos y funcionales, cuatro categorias: asma intermitente, asma persistente leve,
asma persistente moderada y asma persistente grave®°. La siguiente tabla (tabla 5) muestra los escalones
de gravedad del asma en adultos propuestos por la guia GEMA.

Tabla 5. Gravedad del asma en adultos.

PERSISTENTE | PERSISTENTE PERSISTENTE
S LEVE MODERADA GRAVE
No (2 veces ’ . Sintomas continuos
. . Mas de 2 veces Sintomas .
Sintomas diurnos 0 menos o (varias veces
a la semana a diario p
a la semana) al dia)
L - No (2 veces Mas de 2 veces
Medicacién de alivio . . p
0 Menos ala semana, A diario Varias veces al dia
(SABA) el
a la semana) pero no a diario
. No mas de 2 veces | Mas de 2 veces Mas de 1 vez
Sintomas nocturnos Frecuentes
al mes al mes a la semana
Limitacion de la actividad Ninguna Algo Bastante Mucha
RUREEN EUlEEhE (HEY > 80% > 80% > 60% a < 80% < 60%
0 PEF; % teorico)

*SABA, agonista 32 adrenérgico de accion corta (del inglés, Short-Acting B2 adrenergic [adrenergic receptor] Agonist);
FEV1, volumen espiratorio forzado en el primer segundo (del inglés, Forced Expiratory Volume in the first second);
PEF, pico (méaximo) del flujo espiratorio (del inglés, Peak Expiratory Flow).

El asma grave constituye un sindrome heterogéneo con mlltiples variantes clinicas'®®. El asma
eosinofilica representa aproximadamente el 84% del asma grave y se caracteriza por la presencia de
eosindfilos en esputo, en biopsias bronquiales y en sangre, alin con un tratamiento con dosis altas de
GCs!%, Los eosindfilos, una de las principales células inflamatorias implicadas en la patogenia del asma,
se convirtieron en el sello distintivo del asma eosinofilica, que involucra, principalmente, células Th2, pero
también las ILC2s'1°,

Los eosindfilos (figura 3) son un tipo de glébulos blancos o leucocitos polimorfonucleares, de nicleo
bilobulado, y aproximadamente 10-20 micrometros (um) de diametro, que proceden de progenitores
pluripotentes de la médula 6sea y se caracterizan por poseer numerosos granulos secretores,
intracelulares, contenidos en el citoplasma, con un metabolismo muy activo, que almacenan la mayoria
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de las proteinas granulares catidnicas y una variedad de citocinas, quimiocinas y factores de
crecimiento!'!. El recuento de eosindfilos en esputo y en sangre es esencial para el fenotipado de
pacientes con asma eosinofilica. Ademds, otros biomarcadores, definidos como caracteristicas
especificas que se miden y evallan objetivamente, como indicadores de procesos biolégicos normales,
procesos patogénicos o respuestas farmacol6gicas a una intervencion terapéutica, han demostrado ser
valiosos para la tipificacion del asma eosinofilica, en particular aquellos relacionados con la inflamacién
T2, como la fraccién de 6xido nitrico exhalado (FeNO; del inglés, Fractional Exhaled Nitric Oxide) y los
niveles de IgE en suero!!?113, Son indicativos del asma eosinofilica recuentos de eosinéfilos en esputo
> 3%, en sangre periférica > 300 x 10%/L, o < 150 x 108/L durante el tratamiento con GCOs (GCS
administrados por via oral [VO]), FeNO > 50 partes por billén (ppb), o pérdida del control del asma después
de una reduccién de < 25% en la dosis regular de GCs (GCls o GCOs)?*#4. Por otro lado, una elevada
produccion y liberacion de IL-5, principal regulador de la biologia del eosindfilo, podria ser indicativa de
inflamacién eosinofilica, contribuyendo, por lo tanto, a la identificacién del asma eosinofilica'®. En cuanto
a las caracteristicas clinicas, este fenotipo del asma puede cursar con rinosinusitis cronica (RSC) con
polipos nasales (PN) (RSCcPN) y estar asociado tanto con sensibilidad a la aspirina (desarrollo de la
EREA) como con insensibilidad a GCs (dependencia de GCs)14-116,

ENDOCITOSIS

1. RECEPTORES DE Fc DE INMUNOGLOBULINAS
2.PIR-AyPIR-B

” 3. SIGLEC-8
5. MOLECULAS COESTIMULADORAS (CD40, CD80, CD86)
6. MHC Il
7. PAR-1, PAR-2 Y PAR-4
8. RECEPTORES DE MEDIADORES LIPIDICOS
9. RECEPTORES DE CITOQUINAS Y FACTORES DE CRECIMIENTO
10. RECEPTORES DE QUIMIOATRAYENTES
11. RECEPTORES DE ADHESION
12. PRRs EXTRACELULARES
13. VESICULA ENDOCITICA
14. VESICULAS SOMBRERO
15. PRRs INTRACELULARES
16. GRANULOS PRIMARIOS
17. CUERPOS LIPIDICOS
18. ENDOSOMA TEMPRANO
19. GRANULOS ESPECIFICOS O SECUNDARIOS
20. NUCLEO
21. MITOCONDRIA
22. RETICULO ENDOPLASMICO
23. PROTEINAS
24. APARATO DE GOLGI
25. LISOSOMA
26. CUERPO MULTIVESICULAR
27. PROTEINAS, ADN, ARN y miARNs
28. ENDOSOMA TARDIO
29. RECEPTOR DE GLUCOCORTICOIDES

EXOCITOSIS
DEGRADACION

Figura 3. Estructura y composicion de un eosinofilo de sangre periférica. *PIR (receptor emparejado similar a
inmunoglobulina; del inglés, Paired Immunoglobulin-like Receptor); SIGLEC-8 (lectina 8 similar a inmunoglobulina de unién
a 4cido sidlico; del inglés, Sialic acid-binding Immunoglobulin-like Lectin-8); PAR (receptor activado por proteasa; del inglés,
Protease-Activated Receptor); &cido desoxirribonucleico (ADN); acido ribonucleico (ARN); microARNs (miARNSs). Figura
creada con BioRender (BioRender.com).

El asma grave, definida como aquella que requiere tratamiento con GCls en dosis altas mas un segundo
control (por lo general, agonistas 32 adrenérgicos de accion prolongada [LABAs; del inglés, Long-Acting
B2 adrenergic (adrenergic receptor) Agonists]) o GCOs, afecta aproximadamente al 5-10% de la poblacién
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asmatica y se asocia con un aumento de la mortalidad y la morbilidad, disminucién de la calidad de vida
y mayores gastos en salud8117,

2.1.6. Comorbilidades del asma

El término “comorbilidades” hace referencia a enfermedades que se desarrollan de manera simultanea,
aunque se utiliza mayormente para sefialar dos patologias que repercuten mutuamente!!®, Con
frecuencia, el asma se acomparia de diversas comorbilidades que influyen en su gravedad!'®. Cada
comorbilidad adicional se asocia a una disminucién clinicamente significativa de la calidad de vida'?. Sin
embargo, distinguir una comorbilidad de una enfermedad coexistente puede resultar dificil. La principal
diferencia entre ambas es que las comorbilidades contribuyen a la fisiopatologia del asma y provocan sus
exacerbaciones, mientras que las enfermedades coexistentes no lo hacen. En cualquier caso, tanto
comorbilidades como enfermedades coexistentes deben identificarse y tratarse de forma adecuada®?®®.

Las comorbilidades son mas frecuentes en pacientes con asma grave que en aquellos con patologia leve
a moderada o en la poblacién general, y pueden ser de dos tipos, pulmonares o extrapulmonares?!!8.121.122,
La prevalencia de comorbilidades en pacientes asmaticos varia segun diferentes estudios, pero es
superior principalmente en mujeres asmaticas de edad avanzada, antiguos fumadores (exfumadores) y
pacientes con asma dependientes de GCs'?%, Las comorbilidades pulmonares, o del tracto respiratorio,
afectan concretamente a los tractos respiratorios superior y medio/inferior. Entre las comorbilidades del
tracto respiratorio superior asociadas al asma, se encuentran: la apnea obstructiva del suefio, la RSC, la
poliposis nasal, la RA y la disfuncién de las cuerdas vocales u obstruccion laringea inducible!?. La
respiracion disfuncional, la EPOC y las bronquiectasias son comorbilidades que afectan expresamente al
tracto respiratorio medio/inferior'*®, Por su parte, entre las comorbilidades extrapulmonares mas comunes
del asma son: la enfermedad por reflujo gastroesofagico, la enfermedad cardiovascular, la obesidad, la
diabetes mellitus, la ansiedad y la depresion'?4. Considerando que los resultados de esta Tesis Doctoral
revelaron una posible asociacién con la obesidad, el siguiente apartado se centrara en el desarrollo de
esta comorbilidad.

2.1.6.1. Obesidad

La preobesidad (o el sobrepeso) y la obesidad son un auténtico problema de salud publica, responsables
de un mayor riesgo de varias enfermedades cardiovasculares, metabdlicas/endocrinas y
respiratorias/pulmonares, entre otras'?®. En las Ultimas décadas, la prevalencia de la obesidad ha crecido
en todo el mundo'?8. La obesidad es un factor de riesgo tanto para la incidencia como para la prevalencia
del asma, y su impacto es mayor en mujeres adultas, siendo el nimero de mujeres con asma mas elevado
en comparacion con el de hombres, en adultos?”1?8, Numerosas investigaciones han sefialado la
coexistencia de la obesidad y el asma, lo que apunta a una vinculacion entre ellos, pero, sin embargo, la
via de causalidad aun debe dilucidarse!?®130, El nexo entre la obesidad y el asma deriva de una interaccion
compleja de factores genéticos, de estilo de vida y ambientales*!.

La obesidad es una comorbilidad importante del asma, especialmente del asma grave, ligada a una mayor
gravedad, un peor control (incrementa la dificultad para controlar el asma), un aumento del riesgo de
exacerbaciones y una reduccion de la calidad de vida'®2. Alrededor del 60% de los adultos con asma
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grave son obesos!?®133, |os individuos con asma y obesidad pueden dividirse fundamentalmente en dos
grupos: aquellos con asma de inicio temprano complicada por obesidad, y aquellos con asma de aparicion
tardia como consecuencia de la obesidad®**. Ademas, en el asma obesa puede encontrarse tanto una
respuesta T2 como no T2,

Con frecuencia, los pacientes con asma obesos muestran una asociaciéon con un fenotipo no eosinofilico,
caracterizado por un asma de inicio tardio en mujeres de mediana edad y cierta resistencia a los
tratamientos actuales, incluidos los GCs, lo que limita las opciones terapéuticas y dificulta el control del
asma. La obesidad tiende a relacionarse con una inflamacion sistémica de bajo grado, caracterizada por
la activacion de macréfagos y de células T CD8* (células T citotdxicas), asi como por un aumento de los
niveles de marcadores inflamatorios, como el receptor 4 tipo Toll (TLR4; del inglés, Toll-Like Receptor 4),
el factor de necrosis tumoral-a (TNF-a; del inglés, Tumor Necrosis Factor-a), el Interferon-y (IFN-y;
gamma, y), la IL-1B, la IL-6, la IL-17, la leptina y la resistina®3>136,

La obesidad ocasiona maodificaciones notables en la fisiologia pulmonar normal. El exceso de acumulacién
de grasa en el mediastino y la cavidad abdominal resulta en la compresién pulmonar y la consiguiente
reducciéon del volumen pulmonar'®. La traccién radial del parénquima pulmonar en torno a las vias
respiratorias se reduce con volumenes pulmonares insuficientes, lo que propicia el colapso de las vias
aéreas!?®®. Ademas, el asma en personas con obesidad se asocia con un aumento de la HRB*38,

Finalmente, dado que la obesidad forma parte del sindrome metabdlico, se cree que existe una relacion
entre el sindrome metabdlico y el asma, es decir, que el sindrome metabdlico puede contribuir a la
patogenia del asmat3®140, La IL-6 sérica, un marcador del sindrome metabdlico, aumenta en pacientes
con mal control del asma'#!. Asimismo, los marcadores inflamatorios sistémicos son mas altos en la
obesidad, y las adipocinas, producidas por las células adiposas, ejercen un papel en la fisiopatologia del
asma asociada a la obesidad®®*. Los macréfagos M1y M2 pueden coexistir en diversos érganos y poseer
diferente repercusién sobre el asma y la obesidad. Por tanto, es factible que la inflamacion mediada por
macréfagos M1 en el tejido adiposo de los sujetos con obesidad agrave la inflamacién asmatica pulmonar
mediada por macréfagos M2142,

2.1.6.1.1. Eje hormona del crecimiento (GH; del inglés, Growth Hormone)-factor de crecimiento
similar a lainsulina (IGF; del inglés, Insulin-like Growth Factor): obesidad y asma

El eje GH-IGF (figura 4) es esencial para el crecimiento y desarrollo, con funciones anabdlicas y
metabdlicas importantes!*®. La hormona liberadora de la hormona del crecimiento (GHRH; del inglés,
Growth Hormone-Releasing Hormone), producida en el hipotadlamo y liberada al sistema porta hipofisario,
estimula la sintesis y secrecion de la GH por las células somatétropas de la adenohipdfisis (hip6fisis
anterior)**. La GH promueve la generaciéon de factor 1 de crecimiento similar a la insulina (IGF-1; del
inglés, Insulin-like Growth Factor-1) en varios tejidos, aunque la mayoria del IGF-1 circulante se origina
en el higado por los hepatocitos4®. Ademas de su papel en el crecimiento, tanto la GH como el IGF-1
regulan el metabolismo de las grasas, las proteinas y la glucosa'“®.
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Figura 4. Eje GH-IGF. La GHRH hipotalamica induce la sintesis y liberacién de GH por las células somatétropas de la
adenohipdfisis. La GH estimula la produccion de IGF (IGF-1), principalmente en el higado. Ambas hormonas desempefian
un papel esencial no solo en el crecimiento, sino también en la regulacion del metabolismo de grasas, proteinas y glucosa.
Figura creada con BioRender (BioRender.com).

IGF-1 es un péptido monocatenario de 70 aminoacidos que, por su similitud estructural con la insulina, es
capaz de unirse al receptor de insulina (IR; del inglés, Insulin Receptor), pero con menor afinidad que
hacia el receptor del factor 1 de crecimiento similar a la insulina (IGF-1R; del inglés, Insulin-like Growth
Factor-1 Receptor). IGF-1R es un receptor heterotetrdmero, constituido por dos subunidades a y dos
subunidades B unidas por enlaces disulfuro. Tras la union de IGF-1 a las subunidades a extracelulares de
IGF-1R, los dominios quinasa intracelulares de las subunidades beta transmembrana se activan, lo que
lleva a la autofosforilacion de residuos de tirosina especificos y la posterior activacién de vias de
sefalizacién, la via de fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K; del inglés, Phosphatidylinositol 3-Kinase)/la
proteina cinasa B (PKB; del inglés, Protein Kinase B) o AKT/objetivo (diana) de la rapamicina en
mamiferos (MTOR; del inglés, mammalian Target Of the Rapamycin), que controla el metabolismo y la
transcripcién para promover el crecimiento o la supervivencia celular, y la via de proteina cinasa activada
por mitdgenos (MAPK; del inglés, Mitogen-Activated Protein Kinase)/cinasas 1/2 reguladas por sefales
extracelulares (ERK1/2; del inglés, Extracellular signal-Regulated Kinases 1/2), que arbitra las sefales
mitogénicas, de diferenciacion y migratorias*’:148,

La biodisponibilidad de IGF-1 esta regularizada por las proteinas de union a los factores de crecimiento
similares a la insulina (IGFBPs; del inglés, Insulin-like Growth Factor Binding Proteins), que se unen a
IGF-1 circulante y facilitan su transporte y prolongan su vida media'“3. De las seis IGFBPs que se conocen,
la proteina 3 de union al factor de crecimiento similar a la insulina (IGFBP-3; del inglés, Insulin-like Growth
Factor Binding Protein-3) es la mas abundante en suero y con mayor afinidad por IGF-1, siendo la IGFBP
mas comin'#®, El IGF-1 unido a las IGFBPs (IGFBP-3) no esta activo. La liberacion de IGF-1, ya sea a
través del equilibrio quimico o de la protedlisis mediada por proteasas de su uniéon a las IGFBPs
(IGFBP-3), posibilita su unién a IGF-1R en la superficie celular, desencadenando asi una cascada de
sefializacién dentro de la célula®. En la figura 5 se muestran el receptor IGF-1R inactivado y el receptor
IGF-1R activado tras el acoplamiento de su ligando, el IGF-1.
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O IGF
IGFBP (IGF-1)
(IGFBP-3)
PROTEASA

MEMBRANA

IGF-1R INACTIVADO IGF-1R ACTIVADO

PI3K/AKT/mTOR
MAPK/ERK1/2

Figura 5. Receptor IGF-1R inactivado (a la izquierda) y activado (a la derecha). Tras la protedlisis de IGFBPs
(IGFBP-3) por proteasas, el IGF-1 libre se une a su receptor, IGF-1R, en la superficie celular, lo que provoca la activacion
de las vias de sefializacion PISK/AKT/mTOR y MAPK/ERK/1/2. Figura creada con BioRender (BioRender.com).

El eje GH-IGF desempefia un papel crucial en los procesos fisioldgicos como el metabolismo, y las
alteraciones en este sistema pueden estar implicadas en una variedad de condiciones patoldgicas,
incluyendo la obesidad®®!. La obesidad se caracteriza por una secrecién disminuida de GH, mientras que
los valores de IGF-1 son controvertidos. Se ha descrito que los niveles circulantes de IGF-1 son normales,
reducidos o, incluso, elevados en individuos obesos!®?. Esto insinta que, pese al descenso en la liberacion
de GH en la obesidad, no hay asociacion con la produccién de IGF-1146,

Cabe destacar la aportacion de la via de sefializacion de IGF-1 en enfermedades pulmonares
inflamatorias, como el asma!®®. Se ha reconocido a IGF-1 como una de las moléculas clave en la
patogénesis del asma ya que ejerce funciones relevantes, contribuyendo sobre todo en la inflamacién de
las vias areas, en la HRB, en la fibrosis subepitelial y en la hiperplasia de las células musculares lisas de
las vias respiratorias?®*. Se han identificado niveles de expresion de IGF-1 significativamente superiores
en biopsias endobronquiales de sujetos con asma, que se restablecen, en parte, con los GCs!®®, La
deficiencia de IGF-1R mitiga la respuesta inflamatoria'®®. De modo que, los GCs, que son base del
tratamiento del asma, parecen impedir la sefializaciéon de IGF-1/IGF-1R*%7,

Se ha sefialado que IGFBP-3 asume un rol vital en la respuesta inflamatoria de las vias respiratorias,
tanto de manera dependiente como independiente de IGF-1. IGFBP-3 aminora la inflamacion y la HRB
mediante la activacion de caspasas (activacion secuencial de caspasa-8 y caspasas efectoras-3,6 y 7),
tras la interaccién con su receptor, el receptor de la proteina 3 de unién al factor de crecimiento similar a
la insulina (IGFBP-3R; del inglés, Insulin-Like Growth Factor Binding Protein-3 Receptor), y la inhibicion
del factor nuclear-kappa (kappa, k) B (NF-kB; del inglés, Nuclear Factor-Kappa B)**. Ademas, debido a
su alta afinidad de unién con IGF-1 en comparacién con IGF-1R, IGFBP-3 puede capturar a IGF-1,
restringiendo su disponibilidad para la sefializacién de IGF-1/IGF-1R. Esto sugiere que IGFBP-3 podria
funcionar como un reservorio de IGF-1, liberandolo gradualmente para su unién a IGF-1R, lo que podria
regular a la baja la actividad de IGF-1R%15% Por |o tanto, la via de sefializacion de IGF-1 podria ser
transcendente en el tratamiento del asma y los desequilibrios en estos componentes los posicionan como
posibles biomarcadores de la enfermedad?®®:.
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2.1.7. Tratamiento del asma

Hasta ahora, no existe cura absoluta para el asma, posiblemente a causa de su enorme complejidad y
heterogeneidad*'®. No obstante, actualmente hay tratamientos disponibles con el objetivo de, segln la
guia GEMA, “lograr y mantener el control de la enfermedad lo antes posible, prevenir las exacerbaciones
y la obstruccion crénica al flujo aéreo, y reducir la mortalidad”?°. Estos medicamentos se clasifican en
tratamientos de control o mantenimiento y de alivio o “rescate” (a demanda) de acuerdo a su régimen de
dosificacion!?°. Para alcanzar y preservar el control del asma se establecen seis escalones terapéuticos
(tabla 6) dependiendo de la respuesta y evolucion del paciente?.

Desde la década de 1950, cuando se utilizé por primera vez la cortisona en aerosol para el tratamiento
del asma bronquial, los GCs constituyen la base de la terapia, siendo habitualmente administrados junto
con LABAs o agonistas B2 adrenérgicos de accion corta (SABAs; del inglés, Short-Acting 82 adrenergic
[adrenergic receptor] Agonists)'21122, Segln la guia GEMA, el uso de GCs estéa indicado en forma inhalada
en cinco de los seis escalones terapéuticos, y como opcion alternativa, por via sistémica (VS) o VO, en el
ltimo escalén?. Estos reducen la inflamacion de las vias respiratorias y se consideran los agentes
antiinflamatorios mas efectivos para tratar la enfermedad pulmonar inflamatoria, mientras que los
agonistas 32 adrenérgicos actiian como broncodilatadores, a través de los receptores adrenérgicos . de
las células del musculo liso de las vias respiratorias, relajando la musculatura lisa'23124,

El uso de GCs alivia los sintomas del asma, recupera la funcion pulmonar y disminuye las
exacerbaciones!®. Aunque los GCls son los mas eficaces y cominmente utilizados en el tratamiento del
asma, la respuesta varia considerablemente entre individuos'?3161, Los GCOs se reservan para casos de
asma grave no controlada con otras alternativas terapéuticas o, como terapia a corto plazo, para las
exacerbaciones graves que no responden al tratamiento habitual'®2. Sin embargo, se recomienda, segln
la guia GEMA, restringir su uso en las crisis moderadas o graves sin mejoria con broncodilatadores, sobre
todo en nifios?. La falta de adherencia al tratamiento y la presencia de exacerbaciones graves son
indicadores clave del asma parcialmente controlada o no controladal®®. Estas exacerbaciones graves se
identifican por la necesidad de usar GCOs o dosis aumentadas de tratamiento de mantenimiento, asi
como por requerir visitas a urgencias u hospitalizacién, incluso en la Unidad de Cuidados Intensivos
(UCI)1¢4, Los GCOs pueden provocar mas efectos adversos que los GCls, por lo que se indican cuando
los beneficios superan los riesgos para el paciente't®,

Es importante destacar las terapias biolégicas, anticuerpos monoclonales (mAbs; del inglés, monoclonal
Antibodies; omalizumab, mepolizumab, reslizumab, benralizumab, dupilumab y tezepelumab) que actian
sobre moléculas especificas de la respuesta inmunitaria. Estas, recientemente introducidas en la practica
clinica y que contindan en desarrollo, se aplican en pacientes con asma grave no controlada cuando las
opciones terapéuticas convencionales no son efectivas. Su administracion debe ser personalizada, de
modo que cada sujeto reciba el tratamiento especifico (anti-IgE, anti-IL-5, anti-receptores de IL-4 e IL-5
[IL-4R e IL-5R; del inglés, Interleukin-4 and 5 Receptors], anti-TSLP) que restablezca los mecanismos
afectados en su fisiopatologia particular. De ahi que, la investigacion actual también se centra en la
busqueda de biomarcadores que permitan predecir la respuesta a las terapias bioldgicas
disponibles66.167,
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Tabla 6. Tratamiento del asma (escalones terapéuticos) en adultos.

BAJAR

ESCALONES TERAPEUTICOS

SUBIR*

ESCALONES TERAPEUTICOS

Escalén 1

Escalon 2

Escalén 3

on 4

6n 5

Escalon 6

Tratamiento del escalon anterior + bioldgico
segun fenotipos: omalizumab, mepolizumab,
reslizumab, benralizumab, dupilumab

GCl a dosis altas
+ LABA

GCl a dosis medias
+ LABA

GCl a dosis bajas

De eleccion + LABA

GCl a dosis bajas

Si mal control,
afiadir uno o
mas:

- LAMA**

- ARLTylo

Si fracaso opciones previas:

Sclsldosisimedias Termoplastia endobronquial

Otras ARl

opciones

GCl a dosis

ARLT 3
medias

Si persiste mal control, considerar:

GCl a dosis medias - Glucocorticoide VO

+ LABA + LAMA**

- Teofilina ylo
- Azitromicina

- Triameinolona IM

A demanda

TRATAMIENTO DE MANTENIMIENTO

SABA o
GCI + formoterol
o
GClI + salbutamol

SABA o
GCI + formoterol o
GCl+ /

SABA o

(sin tratamiento

GClI + for

SABA o
GCI + formoterol

SABA o
GCI + formoterol

SABA o
GCI + formoterol

de mantenimiento)

\ J

de la rinitis y otras comorbilidades

[ Ed ién, control ambiental, tr i
‘ Considerar inmunoterapia con alérgenos ‘

*Tras confirmar la correcta terapéutica y empleo de inhalador/es. **tiotropio o glicopirronio.

2.2. Los exosomas y los microARNs (miARNSs): implicacién en la fisiopatologia del asma y
potencial como biomarcadores de la patologia asméatica

Las células se enfrentan a diversas condiciones adversas, como el estrés oxidativo, la alta temperatura 'y
agentes quimicos, que pueden causar dafio y, eventualmente, muerte celulari®®. La exposicion de las
células a estimulos externos requiere que comuniquen su estado a células en diferentes ubicaciones.
Esta comunicacion intercelular es esencial para coordinar las funciones celulares, especialmente en los
organismos multicelulares, asegurando su desarrollo, adaptacion ambiental y mantenimiento de la
homeostasis'®%17°, Una gran diversidad de factores solubles y material genético, liberados por las células
estructurales e inmuno-inflamatorias de las vias respiratorias, estan implicados en la comunicacion
célula-célulal®®1’:, Los exosomas y los miARNs son potenciales transmisores de informacién entre las
células, generando un mecanismo de comunicacion y regulacion intercelular eficiente!’2173, Estos
elementos estan involucrados en el proceso fisiopatolégico del asma y podrian servir como biomarcadores
de la enfermedad*’4.

2.2.1. Los exosomas: biogénesis, estructuray funcién

Las vesiculas extracelulares (VES) son estructuras esféricas secretadas por la mayoria de los tipos
celulares al medio extracelular, con variaciones en tamafio, carga, composicién de la membrana,
biogénesis y funcion bioldgica. Estas VESs juegan un papel importante en la comunicacién celular y en la
liberacion de moléculas solubles al exterior celular, asi como en el contacto directo entre célulasi’>. Se
clasifican en tres subgrupos segun su tamafrio, biogénesis y liberacion'’®:

e Exosomas. Son las VEs mas pequefias (40-120 nandémetros [nm] de diametro). Derivan de la via
endocitica, donde los materiales celulares o extracelulares se internalizan en vesiculas denominadas
endosomas. Tras su maduracion, los endosomas se fusionan con los lisosomas para la degradacion
de su carga o con la membrana plasmética celular, liberando las vesiculas intraluminales (ILVs; del
inglés, Intraluminal Vesicles) como exosomas al espacio extracelular.
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e Microvesiculas (MVs; conocidas como ectosomas, microparticulas o particulas de desprendimiento).
Son las VEs de tamafio mediano (100-1.000 nm de didmetro). Se forman por la gemacion externa de
la membrana plasmatica celular, seguido de la fision y liberacion al medio extracelular.

e Cuerpos apoptoticos. Son las VEs mas grandes (500-4.000 nm de didmetro). Originadas durante la
muerte celular programada; una célula que sufre apoptosis destruye su contenido celular, el cual se
engloba en vesiculas adheridas a la membrana plasmatica celular (cuerpos apoptoticos).

Los exosomas son pequefias VEs (nanovesiculas) que contienen proteinas, lipidos, acidos nucleicos
como fragmentos de acido desoxirribonucleico (ADN), acido ribonucleico (ARN) mensajero (ARNm) y
miARNS, y otros metabolitos!’?. Se secretan al exterior celular y ejercen una funcién sustancial en la
comunicacion entre células. Una vez liberados, pueden ser captados por las células préximas o en
localizaciones lejanas al lugar de secrecién, alcanzadas viajando a través del torrente sanguineo,
ocasionando cambios en la célula receptora derivados de la liberaciéon de su contenido!?’.

Se ha vuelto crucial comprender los mecanismos mediante los cuales los exosomas modulan la
homeostasis celular y tisular, asi como en el sistema inmune, especialmente en enfermedades
inflamatorias como el asma. Se ha demostrado que los exosomas tienen un impacto en el microambiente
inflamatorio, resaltando su relevancia en este campo178.179,

2.2.1.1. Biogénesis: origen de los exosomas

El sistema endosomal-lisosomal es un conjunto de compartimentos membranosos intracelulares
dindmicos que participan en el transporte, clasificacion y degradacion de proteinas transmembrana,
receptores, ligandos de receptores y proteinas solubles extracelulares internalizadas. Este sistema
comprende endosomas tempranos, endosomas tardios, cuerpos multivesculares (MVBs; del inglés,
Multivesciular Bodies) y lisosomas?*®.

El proceso de formacion de los exosomas comienza con la endocitosis de la membrana plasmética celular
en forma de omega (Q), dando origen a los endosomas tempranos!’’. Estos maduran en endosomas
tardios, donde la gemacion interna de la membrana de los endosomas tempranos genera ILVs, que
contienen componentes del citosol (proteinas, lipidos y acidos nucleicos) y son ricas en acido
lisobisfosfatidico (LBPA; del inglés, Lysobisphosphatidic Acid)'’>189181 | os endosomas tardios se
desarrollan y se convierten en MVBs, llamados asi por sus caracteristicas morfolégicas'’’. Finalmente,
los MVBs se transportan hasta la membrana plasmatica, a través del citoesqueleto y la red de
microtubulos, y se fusionan con ella, liberando las ILVs al espacio extracelular como exosomas. No
obstante, algunos MVBs pueden fusionarse con los lisosomas, que contienen hidrolasas acidas, para la
degradacioén de su contenido'’”*82, En la figura 6 se ilustra el proceso de biogénesis de los exosomas.
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1. VESICULA ENDOGITICA
2. ENDOSOMA TEMPRANO
3. PROTEINAS, ADN, ARN y miARNs
4. ENDOSOMA TARDIO
5. RETICULO ENDOPLASMICO

6. PROTEINAS

7.NUCLEO

8. APARATO DE GOLGI

9. LISOSOMA

10. CUERPO MULTIVESICULAR (MVB)
11. EXOSOMAS

Figura 6. Proceso de biogénesis de los exosomas. La endocitosis de la membrana plasmatica da lugar al endosoma
temprano, el cual madura y se convierte en el endosoma tardio. La gemacion de la membrana del endosoma temprano
hacia el interior origina las ILVs. Los endosomas tardios son posteriormente denominados MVBs debido a sus
caracteristicas morfoldgicas. Los MVBs pueden fusionarse con los lisosomas como con la membrana plasmatica celular,
liberando asi las ILVs como exosomas al medio extracelular. Figura creada con BioRender (BioRender.com).

2.2.1.2. Morfologia'y composicién molecular de los exosomas

Los exosomas estdn compuestos, generalmente, por una membrana de bicapa lipidica y contienen
proteinas, lipidos, acidos nucleicos como fragmentos de ADN, ARN (ARNm, miARNs y ARN no codificante
[ARNNC]), y otros metabolitos!®. La membrana de bicapa lipidica (fosfolipidica) refleja la composicién de
la membrana plasmatica de la célula de origen, con altos niveles de colesterol, esfingomielina y ceramida,
incluyendo dominios de membrana designados como balsas lipidicas (en inglés, lipid rafts)'®*. El lumen
incorpora principalmente proteinas citosélicas derivadas de la célula de procedencia'®. La morfologia y
la composicion molecular de los exosomas se presentan en la figura 7.

Las tetraspaninas, como CD9, CD63, CD81 y CD82, son las proteinas exosdmicas de superficie mas
comunes. Ademas, otras moléculas existentes en la superficie son: MHC de clase | y Il, moléculas
coestimuladoras CD40, CD80 y CD86, lipidos (acido fosfatidico, colesterol, ceramidas, esfingolipidos,
fosfolipidos, gangliésidos y flotilina), moléculas de adhesion (integrinas, molécula 1 de adhesion
intercelular [ICAM-1; del inglés, Intercellular Adhesion Molecule-1], antigeno 1 asociado a la funcion de
linfocitos [LFA-1; del inglés, Lymphocyte Function-Associated Antigen-1] y P-selectina), glucoproteinas
(B-galactosidasa, O-glucanos y N-glucanos), y proteinas y receptores de sefializacion (ligando Fas [FasL;
delinglés, Fas Ligand], receptor del factor de necrosis tumoral [TNFR; del inglés, Tumoral Necrosis Factor
Receptor] y receptor de transferrina [TfR; del inglés, Transferrin Receptor])172177:186,187,
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En el interior de los exosomas se encuentran proteinas que indican su origen endosomal (sintenina,
ALG-2 [ALIX; del inglés, ALG-2-Interacting protein X], proteina que codifica el gen 101 de susceptibilidad
tumoral [TSG101; del inglés, Tumor Susceptibility Gene 101]), junto con proteinas de choque térmico
(HSPs; del inglés, Heat Shock Proteins), proteinas del citoesqueleto (actina, cofilina, miosina y tubulina),
proteinas implicadas en el transporte y fusion de membranas (anexinas, dinamina, flotilina, GTPasas
[guanosin o guanosina trifosfato/guanosina-5'(extremo 5"-trifosfato, GTP; del inglés, Guanosine
Triphosphate (por ejemplo, relacionado con Ras en el cerebro [Rab; del inglés, Ras-related in brain]
GTPasas)] y sintaxina), proteinas asociadas a los lisosomas (LAMPs; del inglés, Lysosomal-Associated
Membrane Proteins [proteina 1 de membrana asociada a los lisosomas, LAMP-1; del inglés, Lysosomal-
Associated Membrane Protein-1]), factores de crecimiento y citocinas (TGF-, TNF-a y ligando inductor
de apoptosis relacionado con el factor de necrosis tumoral [TRAIL; del inglés, Tumor Necrosis Factor-
Related Apoptosis-Inducing Ligand]), enzimas del metabolismo (ATPasas [adenosin o adenosina
trifosfato, ATP; del inglés, Adenosine Triphosphate], enolasa, gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa
[GAPDH; del inglés, Glyceraldehyde 3-Phosphate Dehydrogenase] y piruvato quinasa) y acidos nucleicos
(fragmentos de ADN, ARNm, miARNs, ARNNc)172.175.177,188-190

1. MHC | - FasL
2. MHC Il -TNFR
3. MOLECULAS COESTIMULADORAS -TR
4. LiPIDOS

5. MOLEGULAS DE ADHESION

6. GLUCOPROTEINAS

| - CDY, CD37, CD53, CDB3, CD81, CD82
7. TETRASPANINAS

8. PROTEINAS Y RECEPTORES DE SENALIZACION

9. PROTEINAS DE CHOQUE TERMICO
10. PROTEINAS DEL CITOESQUELETO 2
11. FAGTORES DE GREGIMIENTO Y CITOQUINAS .

12. PROTEINAS DE LA MAQUINARIA COMPLEJOS DE CLASIFICACION ENDOSOMAL
REQUERIDOS PARA EL TRANSPORTE

13. ACIDOS NUCLEICOS

14. ENZIMAS DEL METABOLISMO 10 TGFp
15. PROTEINAS DEL TRANSPORTE Y FUSION DE MEMBRANAS e _TNF-at =]
-TRAIL | 6
- Actina
- Cofilina - B-galactosidasa
- Miosina - O-glucanos
- CD40, CDBO, CDB6 “Miosina, \'kth:}_ﬂ 14 “N_glucancs
“fﬁ - ATPasa
-ADN - Enolasa
12 -ARNm -GAPDH
- Acido fosfatidico = /() :E\!‘r’lﬁ:s - Piruvato quinasa
- Colesterol

- Ceramidas
- Esfingolipidos {esfingomielina)

fosfatidilinositol, fosfatidilserina)
- Gangliésidos
-Flotilina

- Dinamina
- Flotilina
- GTPasas (Rab)
- Sintaxina

15

- Integrinas-a e integrinas-f
- ICAM-1

]

4 4

ﬁﬁ -LFA1
4 - P-selectina

Figura 7. Estructura morfolégicay composicion molecular de los exosomas. Los exosomas son pequefias estructuras
con membrana de doble capa lipidica que encierra un lumen conteniendo proteinas, lipidos, acidos nucleicos y otros
metabolitos. En su superficie, se localizan lipidos y proteinas, que se muestran en recuadros de color verde, mientras que
los componentes internos se destacan en recuadros de color naranja. Figura creada con BioRender (BioRender.com).

2.2.1.3. Funcion de los exosomas: papel en la enfermedad asmaticay uso como biomarcadores

Los exosomas desempefian un papel esencial como mediadores en la comunicacién celular, siendo
determinantes en los procesos bioldgicos tanto en condiciones normales como patolégicas!®t. En los
Gltimos afios, ha aumentado el interés en entender su funcién en la respuesta inflamatoria y las afecciones
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respiratorias crénicas como el asma. Sin embargo, se necesitan mas estudios para conocer
completamente los mecanismos de actuacion en estas patologias, con el fin de poder disponer de nuevos
biomarcadores y desarrollar terapias eficaces basadas en exosomas!®,

Los exosomas, liberados por la mayoria de las células de mamiferos, se encuentran en casi todos los
biofluidos corporales, lo que facilita su transporte y aislamiento. Entre estos fluidos se incluyen el suero,
el lavado broncoalveolar (BAL; del inglés, Broncoalveolar Lavage), el lavado nasal (NL; del inglés, Nasal
Lavage), el condensado de aliento exhalado (EBC; del inglés, Exhaled Condensate Breath), el esputo y
la orina. En el asma, los exosomas son secretados al exterior celular por células fundamentales en la
enfermedad como los mastocitos, los eosindfilos, las DCs, las células T y las SAEC172:192,

La relevancia funcional de los exosomas radica en su papel como portadores de miARNS, los cuales
regulan funciones celulares y contribuyen al desarrollo del asma debido a su expresién desregulada en
los individuos asmaticos!’4. Distintos estudios han demostrado diferencias en el contenido de miARNs en
exosomas de sujetos con asma en comparacion con individuos sanos, asi como entre sujetos asmaticos
con diferente gravedad!’2193-19,

Ademas de los miARNS, los exosomas albergan lipidos y proteinas que pueden influir en su funcién.
Investigaciones de lipidémica en exosomas aislados de BAL han revelado diferencias en la composicion
de varios lipidos entre individuos con asma y sujetos control no fumadores expuestos 0 no al humo del
tabaco, con niveles mas bajos de fosfatidilglicerol, fosfato de ceramida y ceramida en individuos
asmaticos, excepto de esfingomielina, que es mas abundante en exosomas de sujetos con asma no
fumadores expuestos al humo del tabaco. Las alteraciones en el contenido lipidico de los exosomas en
individuos asmaticos pueden propiciar la inflamacion crénica de las vias respiratorias, ya que algunos
lipidos inducen inflamacién (lipidos proinflamatorios)!®’. Asimismo, en exosomas purificados de NL de
sujetos con asma se ha observado, mediante analisis proteémico, un aumento en la expresién de
mucina-7, mucina-5B y proteinas asociadas al suero (haptoglobina, hemoglobina y albimina) en
comparacion con exosomas aislados de individuos sanos. Este incremento en la expresion de mucinas,
proteinas asociadas al asma, puede reflejar la inflamacion crénica de las vias respiratorias, mientras que
la expresion elevada de proteinas asociadas al suero puede indicar dafio epitelial, exudacién del plasma
e inflamacion®®. De modo que, los exosomas podrian ser Utiles como biomarcadores para el diagnéstico
y la evaluacion de la gravedad del asma'’2.

En referencia a los exosomas provenientes de células, los derivados de mastocitos inducen la liberaciéon
de citocinas proinflamatorias como IL-6 e IL-8 por las células musculares lisas de las vias respiratorias
(ASMC,; del inglés, Airway Smooth Muscle Cells), exacerbando la inflamacion y prolongando los sintomas
del asma'®. Los exosomas secretados por eosinéfilos, aumentados en sujetos con asma, modulan esta
afeccion al estimular, de forma autocrina, la sintesis de NO y ROS, asi como la adhesién, quimiotaxis y
guimiocinesis celular?°°2°1 |gualmente, contribuyen al remodelado de las vias respiratorias al fomentar la
proliferacién de células estructurales y la apoptosis de SAEC, impidiendo su reparacion, ademas de alterar
los perfiles de expresion génica en estas Ultimas, con una expresion mas alta de genes especificos del
asma como TNF, CCL26 y POSTN?%, Los exosomas procedentes de macréfagos y DCs inciden en la
patogenia del asma al presentar enzimas que participan en la biosintesis de LT, promoviendo la
inflamacién3. Asimismo, los exosomas liberados por las DCs estimuladas con TSLP expresan el ligando
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0OX40 (OX40L; del inglés, OX40 Ligand), que propicia la multiplicacién y diferenciacion de células T CD4*
a células Th22%4, Los exosomas producidos y liberados por células T estan asociados con la patologia
asmatica y la inflamacion pulmonar, desencadenando la degranulacion de mastocitos y la liberacion de
citocinas?%®. Por (ltimo, los exosomas originados por SAEC al influjo de citocinas T2 como la IL-13,
desatan la multiplicacién y quimiotaxis de macréfagos2°6.

2.2.2. Los miARNSs: biogénesis y funcién

En 1993, Rosalind C. Lee et al. establecieron que el gen linaje 4 anormal (LIN4; del inglés, Lineage
Abnormal 4) no codifica proteinas, sino dos pequefios ARNs no traducidos??’. Este descubrimiento
condujo a numerosos estudios para caracterizar estos pequefios ARNs, denominados miARNs20820°, | g
identificacion de los miARNs como reguladores de la expresion génica, inicialmente en Caenorhabditis
elegans y luego en humanos y otras especies, alterd significativamente los dogmas de tiempo remoto
sobre la regulacion génica?'°.

Los miARNs son ARNs pequefios de aproximadamente 21-25 nucleétidos (nt), monocatenarios y no
codificantes. Se han encontrado en diversos linajes celulares, tanto procariotas como eucariotas,
incluyendo humanos y otros mamiferos, asi como plantas, algas y hongos?'%212, Funcionan como
reguladores génicos (figura 8) al interactuar cominmente con la region no traducida 3' (UTR 3'; del inglés,
Untranslated Region 3’) de ARNm diana especificos, controlando su expresiéon mediante degradacion o
represion traduccional. Como resultado, los miARNs estan implicados en la regulacién de la fisiologia
celular y una amplia variedad de procesos biol6gicos?3-215,

Se han reconocido mas de 2.500 miARNs maduros en el genoma humano, lo que supone una enorme
variabilidad y un gran potencial en la regulacién génica postranscripcional. Un miARN maduro individual,
integrado en el complejo de silenciamiento inducido por ARN (RISC; del inglés, RNA-Induced Silencing
Complex), puede no ser especifico de un solo ARNm, sino que puede ser complementario de parte de
una o mas regiones UTR 3’ de distintos ARNm. De igual manera, un determinado ARNm puede ser diana
de varios miARNs, ampliando asi su influencia en mltiples rutas biolégicas a nivel génico?'6. Ademas,
diversos miARNs pueden controlar un mismo ARNm con acciones sinérgicas?'’.

Es necesario distinguir entre dos tipos de miARNSs: los intracelulares, que representan la mayor parte, y
los extracelulares o circulantes, presentes en una elevada proporcion y localizados en los biofluidos
corporales, ya sea dentro de VEs o asociados a proteinas?'8219, Los miARNSs intracelulares intervienen
en el control de diferentes vias celulares y muestran una expresion especifica de tejido y enfermedad.
Han sido extensamente empleados como biomarcadores para el prondstico y diagnéstico de patologias,
lo que sugiere que la modulaciéon de su expresion podria facilitar el manejo clinico??°. Por otro lado, los
mMiARNS extracelulares o circulantes también se han utilizado como marcadores biolégicos debido a sus
propiedades moleculares y su ubicuidad, lo que los hace prometedores para su aplicacion clinica???.

Se ha evidenciado que los pulmones tienen un perfil distintivo de miARNS, los cuales cumplen un papel
crucial en diversas afecciones pulmonares, como el asma, donde existe una desregulacién génica
postranscripcional. Por lo tanto, los miARNSs constituyen un area muy atractiva de investigacion en la MPP
en el asma y otras enfermedades de las vias respiratorias???.
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2.2.2.1. Biogénesis: origen de los miARNs

Los genes que codifican miARNs pueden encontrarse en diferentes regiones del genoma, incluyendo
transcriptos no codificantes, asi como intrones o exones de transcriptos codificantes de proteinas??3.
Alrededor de la mitad de los miARNSs conocidos hasta la fecha son intragénicos, derivando principalmente
de intrones y en menor medida de exones de genes codificadores de proteinas, mientras que los restantes
son intergénicos, no vinculados a genes y regidos por sus propios promotores®!3. La mayoria de los
miARNS se originan de genes dispersos en el genoma, transcribiéndose de forma individual, aunque en
ocasiones pueden estar codificados por genes cercanos agrupados y ser transcritos conjuntamente??4,

La biogénesis de los miARNSs (figura 8) ocurre en dos compartimentos celulares: el ntcleo y el citoplasma.
1) Procesamiento nuclear:

La formacion de los miARNs empieza con la transcripcion del ADN que los codifican (gen o intrén
codificante del miARN), fundamentalmente por la ARN polimerasa (ARN pol) 11225, aunque también puede
ser realizada por la ARN pol 1112?68, El transcrito primario (pri) de (mi)ARN (pri-miARN) tiene una longitud
de varias kilobases (Kb) y una estructura en forma de horquilla??”-2%8, Luego, el complejo proteico conocido
como “el microprocesador”, constituido por la nucleasa de ARN (ARNasa) endoribonucleasa de tipo Il
Drosha, la proteina de unién a ARN de doble cadena region critica 8 del sindrome de DiGeorge (DGCRS;
del inglés, DiGeorge Syndrome Critical Region 8) y otras proteinas, escinden ambos extremos (5’ y 3’) del
pri-miARN generando el precursor (pre) de (mi)ARN (pre-miARN), con aproximadamente 60 a 70 nty una
estructura en forma de horquilla??6-22%, Este pre-miARN es transportado activamente al citoplasma a través
de los poros nucleares por la proteina Exportina-5 (Exp-5), en presencia de la proteina GTPasa nuclear
relacionada con Ras (RanGTP [Ran; del inglés, Ras-related nuclear protein]). La unién del pre-miARN a
Exp-5 es dependiente de RanGTP??8. El complejo Exp-5-RanGTP adopta una estructura en forma de U
gue encapsula el pre-miARN, con un saliente de 2 nt en el extremo 3' para su reconocimiento por Exp-5.
El complejo pre-miARN/Exp-5/RanGTP migra al citoplasma, donde el pre-miARN se libera debido a la
hidrélisis de RanGTP a RanGDP (guanosin o guanosina difosfato/guanosina-5'[extremo 5']-difosfato,
GDP; del inglés, Guanosine Diphosphate)?3°.

2) Procesamiento citopldsmico:

El pre-miARN es procesado por la ARNasa endoribonucleasa de tipo Il Dicer, que forma un complejo con
la proteina de unién al ARN TAR (TRBP; del inglés, TAR RNA-Binding Protein), conocido como complejo
Dicer/TRBP??5. Dicer elimina el bucle terminal del pre-miARN, liberando un diplex de (mi)ARN de doble
cadena (miARN-miARN*), fuente de los miARN maduros y funcionales, con una longitud de alrededor de
23 a 25 pares de bases (pb)??8. El duplex de miARN consta de una cadena guia (miARN) y una cadena
pasajera (MIARN*)?%6, La direccion de la cadena de miARN determina la nomenclatura de la forma
madura: la cadena 5p proviene del extremo 5’ de la horquilla pre-miARN y la cadena 3p se deriva del
extremo 3’. Aunque ambas cadenas pueden unirse a la proteina Argonauta (AGO), generalmente
prevalece una sola cadena, que se convierte en el miARN maduro. La cadena guia (miARN maduro) se
carga selectivamente en AGO, constituyendo el complejo de silenciamiento inducido por miARN (miRISC;
del inglés, miARN-Induced Silencing Complex). La seleccion se basa en la estabilidad termodindmica o
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la presencia de un uracilo (U) en la posicion 1 del extremo 5213, La cadena pasajera es expulsada de
AGO y degradada?®. La inclusién selectiva de la cadena guia (miARN) en la proteina AGO establece la
especificidad de miRISC en funcién de la complementariedad de secuencia entre el mIARN y la UTR 3’
del ARNm diana?¥°. El genoma humano codifica cuatro proteinas AGO (AGO1-4), pero Unicamente AGO2
parece ser una endonucleasa de ARN cataliticamente activa??’. Las proteinas AGO estan compuestas
por tres dominios: el dominio especifico formado por PIWI/Argonauta/Zwille (PAZ), responsable de fijar el
extremo 3’ de la cadena del miARN, el dominio medio (MID; del inglés, Middle) y el dominio testiculo
hinchado inducido por elemento P en Drosophila (PIWI; del inglés, P-element-Induced Wimpy testis in
Drosophila), que se encargan de unir el nt terminal del extremo 5’ de la cadena del miARN?32,

Los miARNs ejercen como represores de la expresidn génica a nivel postranscripcional, induciendo la
degradacién del ARNm o inhibiendo su traduccidn, lo que resulta en la subregulacién o el silenciamiento
de genes?®. Una vez que el miARN se incorpora al complejo miRISC, el miRISC puede identificar al
ARNm diana mediante interacciones especificas entre secuencias complementarias del miARN, en
particular en las “secuencias semilla” (en inglés, seed sequence) del miARN, que son secuencias idénticas
en las posiciones de los nt 2 a 7 (6 nt) en el extremo 5', y de la region UTR 3’ del ARNm74, El grado de
complementariedad entre el miIARN y los elementos de respuesta de miARNs (MREs; del inglés, MiRNA
Response Elements) del ARNm diana define el mecanismo de represion activado. El acoplamiento
perfecto conlleva el corte dependiente de AGO2 y degradacion del ARNm diana, mientras que el
emparejamiento parcial desencadena la inhibicion de la traducciéon mediada por miRISC?13,
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Figura 8. Biogénesis de los miARNs. La generacién de los miARNs se inicia en el ndcleo con la transcripcion de la
secuencia de ADN que los codifican por la ARN pol Il, produciendo el pri-miARN. El complejo Drosha/DGCRS8 corta los
extremos 5 y 3’ del pri-miARN, dando lugar al pre-miARN. Exp-5, junto con RanGTP. transportan el pre-miARN al
citoplasma. En el citoplasma, el complejo Dicer/TRBP escinde la horquilla terminal del pre-miARN, desprendiendo el duplex
de miARN (miARN-miARN*). La cadena guia o el miARN maduro (miARN) se incorpora a la proteina AGO2, conformando
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el complejo miRISC, mientras que la cadena pasajera (miARN*) se degrada. El complejo miRISC tiene la capacidad de
suprimir la expresion génica a nivel postranscripcional, inhibiendo la traduccion del ARNm a proteina o degradandolo. Figura
creada con BioRender (BioRender.com).

Con todo, la regulaciéon del nivel de expresién de miARNs es primordial para preservar las funciones
celulares normales. Las alteraciones en sus niveles de expresién, ligada a una expresion génica anémala,
puede contribuir a la patogenia de afecciones respiratorias crénicas como el asma?*.

2.2.2.2. Funcion de los miARNSs: papel en la patologia asmatica y uso como biomarcadores

Los miARNSs, al ser secretados por las celulas y encontrarse en los fluidos biolégicos corporales,
especialmente dentro de VEs como los exosomas o unidos a proteinas, se distribuyen ampliamente por
el organismo. Regulan la expresion génica postranscripcional y la funciéon celular de forma autocrina,
paracrina o endocrina?'3234, No obstante, la gran mayoria de los miARNs se encuentran dentro de las
células, en multiples compartimentos subcelulares, donde intervienen en la regulacion de genes del
transcriptoma celular después de la transcripcién?'3:218,

En el ambito de las enfermedades pulmonares, se ha investigado la contribucion de los miARNs debido
al perfil tnico y conservado presente en los pulmones, lo que supone una ventaja para su estudio?®. Los
mMiARNS regulan tanto las células estructurales de las vias aéreas como las células inmuno-inflamatorias
implicadas en el asma?®¢. La estimulacién de estas células provoca modificaciones transitorias y estables
en su perfil génico, incentivando la inflamacion crénica. Por ello, las alteraciones en la expresion de los
mMiARNs podrian influir en el inicio y en la progresién de la condicion asmética, asi como en su
manifestacion clinica???.

En cuanto a los miARNSs vinculados al asma, el miR-21 es uno de los mas descritos hasta el momento
por su papel en diversos eventos de la remodelacion pulmonar, que incluyen la acumulacion de células
hiperactivas, la contraccion del musculo liso, el estrés inflamatorio, el depdsito de MEC vy los trastornos
inducidos por hipoxia. Por ejemplo, el miR-21 desregulado puede inhibir dianas como la IL-12A y muerte
celular programada 4 (PCD4; del inglés, Programmed Cell Death 4), contribuyendo asi a un desequilibrio
de los balances Th1/Th2 y M1/M2 (fenotipos diferentes de macréfagos), asi como al dafio epitelial
ocasionado por el estrés inflamatorio que, en ocasiones, conduce al remodelado pulmonar??’.

Los miARNs miR-18a, miR-27a, miR-128, y miR-155, en conjunto, regulan la expresién de IL-6 e IL-8 a
nivel del ARNm en células del epitelio bronquial, dos citocinas inflamatorias relevantes en el asma. La
disminucion simultanea de la expresion de estos miARNSs en el epitelio bronquial de individuos con asma
resulté en un aumento de la expresion de IL-6 e IL-8238, Asimismo, la supresién del miR-141-3p, inducida
después de la estimulacion alérgica en sujetos asmaticos alérgicos, en células epiteliales bronquiales
tratadas con IL-13, una citocina inductora de la hiperplasia de células caliciformes y, en consecuencia, la
secrecién de moco, llevé a una en una reduccion de la expresion génica en células caliciformes y en la
producciéon de moco?®.

Ademas de las células epiteliales, se han estudiado los mecanismos controlados por miARNs en ASMC.
Los miARNs miR-146a y miR-146b regulan negativamente la expresion de los mediadores inflamatorios
ciclooxigenasa (COX)-2 e IL-1B en ASMC, sugiriendo su potencial como terapia antiinflamatoria para el
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asma. El tratamiento con cytomix, una combinacion de citocinas proinflamatorias (IL-1B, TNF-a e IFN-y),
indujo la expresion de miR-146a y miR-146b en ASMC de individuos asmaticos y no asmaticos,
observandose una mayor expresion de miR-146a en ASMC de sujetos asmaticos?*?. Una investigacion
reciente revela que el miR-185-5p modula la expresion de POSTN, su secrecion por las células
estructurales de las vias respiratorias y la contraccioén del musculo liso, lo que puede repercutir en la
fisiopatologia del asma y ser una posible diana terapéutica. La expresion del miR-185-5p se correlaciona
inversamente con la de POSTN en células de esputo de individuos asmaticos, lo que indica una relacién
miARN-gen diana. Por otra parte, el incremento de ciclo de division celular 42 (CDC42; del inglés, Cell
Division Cycle 42) y miembro A de la familia de homdélogos de Ras (RhoA,; del inglés, Ras homolog family
member A), proteinas procontractiles diana del miR-185-5p en BSMC, puede explicar el aumento de la
contraccién en estas células por inhibiciéon del miR-185-5p®8,

Los miARNSs regulan genes diana que afectan la actividad inmunolégica. Por ejemplo, miR-19 mediante
la represion coordinada de varias dianas de ARNm, como el homélogo de fosfatasa y tensina (PTEN; del
inglés, Phosphatase and Tensin homolog), el supresor 1 de la sefalizacién de citocinas (SOCSL1; del
inglés, Suppressor Of Cytokine Signaling 1) y la proteina 3 inducida por TNF-a (TNFAIP3; del inglés,
TNF-a-Induced Protein 3), promovi6 la polarizacién de células T a células Th2 y la produccién de citocinas
T2 en las vias respiratorias, siendo esto clave en la patogénesis del asma?*L.

Dado que el fenotipo inflamatorio predominante del asma implica una inflamacién eosinofilica en las vias
aéreas, los MiARNSs son objeto de interés en la regulacion de los eosinéfilos. Participan en su desarrollo
al influir en el crecimiento y diferenciacion, destacandose el miR-223%42, Se ha identificado un conjunto de
14 miARNs expresados diferencialmente entre eosindéfilos de individuos asmaticos y sanos, un perfil de
MiARNSs con capacidad de discriminar entre las dos condiciones, asma y no asma. Algunos de estos
MiARNs, como miR-1246 y miR-1290, se descubrieron por primera vez en este estudio, mientras que
otros ya se habian relacionado con el asma?*. Respecto a esto Ultimo, los perfiles de expresion de
mMiARNS varian entre sujetos asmaticos e individuos sanos. Algunos miARNs presentan mayor expresion
en individuos asmaticos que en sujetos sanos, mientras que otros estan regulados a la baja en individuos
con asma?*4245,

El estudio de los miARNSs esta en constante crecimiento ya que se consideran marcadores no invasivos
en diferentes afecciones, incluyendo cancer, patologias cardiovasculares, trastornos del sistema nervioso
y enfermedades respiratorias como el asmal’32!8, Su funcién efectora en la regulacién de vias de
sefializacioén celular y su impacto en la fisiopatologia de numerosas afecciones, los convierte en objetivos
clave de investigacion. Identificar la desregulacion de los miARNs en biofluidos corporales, células o
tejidos especificos, como el pulmén, proporciona informacién adicional sobre su actividad y su utilidad
como biomarcadores para el prondstico o diagnéstico de patologias?1%222,

Como conclusién, explorar los distintos mecanismos que toman parte en el desarrollo del asma, asi como
la accién de los exosomas y los miARNS, podria brindar informacién valiosa para el avance de terapias y
la deteccion de biomarcadores que mejoren el diagnéstico, pronéstico y tratamiento para el asma, una
condicién multifactorial y compleja'’4.246,
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2.3. Nuevas techologias de andlisis masivo para estudiar la enfermedad asméatica y uso de los
MiARNSs circulantes para llevar a la practica la medicina personalizada de precisién (MPP)

Dada la complejidad y heterogeneidad del asma, asi como el progreso de las terapias biolégicas, es
fundamental mencionar los términos “medicina personalizada” y “medicina de precision”. Estos se refieren
a un enfoque mas individualizado para el tratamiento, buscando seleccionar la opcion terapéutica mas
apropiada conforme al fenotipo y endotipo del asma de cada paciente. La medicina de precision se centra
en el endotipo, definido como el “subtipo de la afeccidén establecido, funcional y fisiopatolégicamente, por
el mecanismo molecular subyacente”. La medicina personalizada, en cambio, posee un significado y valor
mas extensos, contemplando todos los aspectos relativos al pacientel92.104,

La estratificacion de pacientes asmaticos en fenotipos y endotipos es crucial para precisar el mecanismo
patogénico implicado, facilitar el conocimiento de la respuesta al tratamiento y anticiparse a los riesgos
asociados (o reducirlos)?47248, La investigacion y el uso de biomarcadores moleculares, como los miARNs
y sus dianas, son esenciales para mejorar la clasificacion del asma en sus fenotipos y endotipos y
optimizar la eleccién terapéutical®>173,

El cometido de los miARNs como reguladores en el asma, aunque estos no son nuevos en el estudio de
las patologias, es un area de interés reciente?*°, Han sido ampliamente descritos como biomarcadores
debido a sus propiedades bioquimicas y asociativas!’®. Los miARNs cumplen con las caracteristicas
principales de un buen biomarcador como ser accesibles, estables y poseer alta sensibilidad (S) y
especificidad (E). Esto se explica por el hecho de que?1822L;

e Son moléculas ubicuas.

e Se pueden identificar y medir facilmente.

e Se pueden detectar mediante procesos minimamente invasivos.

e Son estables, resistentes a la degradacion, la temperatura y otras condiciones extremas.

e Son especificos del tipo de tejido o de célula de origen.

e Su expresion varia de forma sensible conforme avanza la enfermedad.

En resumen, los miARNSs son candidatos ideales como biomarcadores para gran variedad de afecciones.
Una ventaja es la posibilidad de servir como multimarcadores, permitiendo un diagnostico preciso,
prondstico de la patologia, guia del tratamiento y evaluacion de la respuesta al tratamiento?C.

Los miARNSs circulantes, especificamente en la sangre, permanecen estables incluso ante la presencia
de nucleasas (ribonucleasas), cambios extremos de temperatura, variaciones en el potencial de hidrégeno
(pH) y ciclos de congelacion y descongelacion. La mayoria dependen de transportadores, como complejos
de proteinas, lipoproteinas o VESs, para preservar su integridad y evitar su degradacién??:25!, Tanto los
miARNS intracelulares como los extracelulares mantienen su funcionalidad en las células receptoras, con
efectos bioldgicos determinados por el tipo celular y el gen o los genes diana?®?. Los miARNSs procedentes
de biofluidos corporales de obtencion sencilla y rutinaria, como la sangre (suero y plasma), pueden ser
utilizados como biomarcadores en el asma, mientras que los obtenidos de muestras no invasivas
relacionadas directamente con las vias respiratorias, como el esputo, ademés de ser Utiles como
biomarcadores, ofrecen informacion sobre la fisiopatologia de la condiciéon a través de su expresiont’s.

Por tanto, debido a sus propiedades, su capacidad de difusién por el organismo y su importancia en una
amplia gama de procesos biolégicos, los miARNSs circulantes son biomarcadores prometedores para el
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diagnostico, prondstico y seguimiento del tratamiento en el asma, representando un campo muy atractivo
de investigacion de la MPP235:253,

El desarrollo tecnoldgico ha facilitado la deteccion y cuantificacién de los miARNs, explorando métodos
moleculares como la hibridaciéon Northern (més conocida como Northern blot), la hibridacion in situ (ISH;
del inglés, In Situ Hybridisation), micromatriz (en inglés, microarray), la transcripcion reversa o inversa
(RT; del inglés, Reverse Transcription) y la reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo
real (QPCR; del inglés, quantitative Polymerase Chain Reaction), la PCR digital y la secuenciacién de
nueva generacion (NGS; del inglés, Next Generation Sequencing) (miARNs-seq [seq; del inglés,
sequencing]), lo que permite la generacién de perfiles de miARNs (figura 9)?18220.250 | 3 NGS se esta
volviendo una técnica comun para estudiar perfiles de expresién de miARNs?>*, Esta metodologia puede
analizar de manera rapida y confiable el genoma, el transcriptoma o el miARNoma completos,
destacandose por su capacidad para identificar moléculas con gran Sy E, convirtiéndose en la estrategia
preferida para el perfilado de los acidos nucleicos, incluidos los mMIARNs?%. Se ha empleado con éxito
para descubrir miARNSs criticos en enfermedades como el asma, detectando incluso variantes de baja
frecuencia?*®2%. Sin embargo, a pesar de sus ventajas, la RT-gPCR sigue siendo el método mas usado
para el andlisis y cuantificacion de la expresion de los miARNSs, considerada la prueba estandar de oro
(en inglés, gold standard test) para validar los resultados obtenidos por NGS?21,

A pesar de las limitaciones de la NGS, esta suele combinarse con la RT-gPCR y requiere un planteamiento
riguroso para superarlas y aprovechar su potencial en la busqueda de los miIARNs como
biomarcadores?%.

Figura 9. Utilizacion de miARNs-seq para detectar y cuantificar la expresion de miARNs en suero (miARNs
circulantes). Se emplea esta técnica para identificar y determinar la expresién de miARNs en muestras de suero de
individuos asmaticos, agrupados en base a diferentes caracteristicas clinicas, con el propésito de reconocer miARNs
séricos con expresion diferencial entre dos grupos de sujetos con asma, distinguibles por un rasgo clinico especifico. Estos
miARNs podrian ser usados como biomarcadores para categorizar a los individuos asmaticos en subgrupos segun
diferentes caracteristicas clinicas. Figura creada con BioRender (BioRender.com).
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Hipotesis y objetivos
3. HIPOTESIS

Dada la complejidad y heterogeneidad del asma, es fundamental determinar sus fenotipos y endotipos
para un diagnéstico mas preciso y un abordaje individualizado. En este contexto, se necesitan
biomarcadores especificos, y los miARNs se presentan como candidatos prometedores para el
diagnostico, prondstico y tratamiento (susceptibilidad o respuesta al tratamiento) del asma.

La hipdtesis de esta Tesis Doctoral propone que los perfiles de expresion alterada de miARNs estan
implicados en el mantenimiento de la inflamacion en el asma. De ahi que, la expresién anémala de
MiARNS en los distintos fenotipos y endotipos del asma podria ser utilizada como biomarcador para el
diagnostico y pronostico, ademas de ayudar a detectar el riesgo individual y a conocer la respuesta
terapéutica. Asimismo, el estudio mecanistico y funcional de los miARNs permitir4 evaluar la viabilidad de
conseguir un efecto farmacoldgico mediante la modulacion de su actividad.

4. OBJETIVOS

El objetivo principal es identificar y estudiar perfiles diferenciales de miARNs en la enfermedad asmatica
que proporcionen informacién sobre los mecanismos moleculares que contribuyen a la fisiopatologia del
asma. Para ello, se plantean los siguientes objetivos parciales:

1. Buscar y validar un perfil diferencial de miARNs en suero de sujetos con asma eosinofilica y no
eosinofilica, asi como alérgica/atdpica y no alérgica/atépica, con el fin de identificar y clasificar a los
individuos en estos fenotipos.

2. Investigar la relacién entre los miARNSs séricos diferenciales obtenidos y la expresion de genes diana
en tejido pulmonar de sujetos con y sin diagnostico de asma, asi como las proteinas diana en suero de
sujetos con asma, tanto eosinofilica como no eosinofilica.

3. Caracterizar el contenido proteico de los exosomas aislados de suero y de sobrenadante de esputo de
individuos con asma eosinofilica y no eosinofilica, con el objetivo de reconocer la existencia de patrones
diferenciales.

4. Descubrir y confirmar un perfil diferencial de miARNs en suero y en tejido pulmonar de sujetos con
asma grave tratados y no tratados con GCOs, con el propdsito de detectar y categorizar a los individuos
en estos fenotipos. Ademas, investigar la relacion entre los miARNs diferenciales y la expresién de genes
en tejido pulmonar de sujetos con y sin diagnéstico de asma.

5. Estudiar la expresién de los miARNs derivados del objetivo previo en suero y en tejido pulmonar de
individuos con y sin diagndéstico de asma para encontrar biomarcadores especificos de la enfermedad.

6. Determinar la expresion de los miARNs hallados del cuarto objetivo parcial en modelos celulares in vitro
(SAEC y BSMC), en presencia y ausencia de tratamiento con el GC dexametasona, con la finalidad de
analizar el impacto de los GCs y considerar la viabilidad de estos miARNs como posibles opciones
terapéuticas alternativas.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Poblaciones de estudio: seleccidn, obtencion y procesamiento de las muestras bioldgicas
5.1.1. Criterios para la seleccién de los individuos

Los sujetos con asma pertenecientes a la cohorte nacional del proyecto “mecanismos implicados en la
génesis y evolucion del asma” (MEGA; del inglés, Mechanisms involved in the Genesis and Evolution of
Asthma)?>’, de los que se utilizaron muestras de suero y de sobrenadante de esputo, se reclutaron en los
Servicios de Alergologia y Neumologia de diferentes hospitales de Espafa: Hospital Universitario
Fundacién Jiménez Diaz (HUFJD) y Hospital Universitario La Paz, en Madrid; Complejo Hospitalario de
Navarra, en Pamplona (Navarra); Complejo Hospitalario Universitario de Santiago de Compostela, en
Santiago de Compostela (La Corufia); y Hospital Clinic, Hospital Universitario Germans Trias i Pujol y
Hospital Universitario Vall d'Hebron, en Barcelona (Catalufia). Los individuos donantes voluntarios sanos
(grupo control), de los que se emplearon muestras de suero, eran miembros del Servicio de Alergologia
del HUFJD y del Departamento de Inmunologia del Instituto de Investigacion Sanitaria-Fundacion Jiménez
Diaz (IIS-FJD).

Los criterios de seleccion para la inclusion de los individuos en el estudio fueron los siguientes:

¢ Individuos asmaticos:
o Aceptacion y firma del consentimiento informado para patrticipar en el proyecto MEGA?%7,
o Diagnéstico de asma, realizado siguiendo las pautas de la guia GEMAZ,
o Edad entre 18 y 75 afios.
La clasificacion del asma eosinofilica (= 500 eosinofilos/milimetro [mm]®) y no eosinofilica
(< 150 eosindfilos/mm3) se basoé en el recuento de eosindfilos en sangre periférica. La categorizacion
del asma alérgica/atépica (prueba de puncién positiva o presencia IgE especifica) y no alérgica/atopica
(prueba de puncion negativa o ausencia de IgE especifica) se hizo segun los resultados de la prueba
de puncion y la presencia o no de IgE especifica para al menos un alérgeno. La determinacion del
asma grave tratada con GCOs (junto con GCls y LABAS) y no tratada con GCOs (pero si con GCls y
LABAS) se establecié de acuerdo con la terapia implementada o no con GCOs.

¢ Individuos sanos:
o Sujetos donantes voluntarios sanos (grupo control), sin diagndstico de asma.
o Edad entre 18 y 75 afios.
o Sin antecedentes personales de asma y afecciones alérgicas.
Estos participantes, preferentemente no fumadores, fueron debidamente informados y dieron su
consentimiento antes de formar parte del estudio.

Para identificar el fenotipo de asma alérgica/atépica, ademas de tener en cuenta el historial clinico y los
sintomas y signos sugestivos, se efectué una provocacion con puncién intraepidérmica con alérgenos
para detectar posibles reacciones alérgicas inmediatas mediadas por la IgE2%8. También, se estimaron las
concentraciones de IgE total y especifica en suero frente a alérgenos mediante ensayos
inmunoenzimaticos en fase sélida?>®. Asimismo, se realizé una provocacién bronquial especifica para
aeroalérgenos, comunes en el asma ocupacional?¢°.
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En los pacientes asmaéticos tratados con GCls, se suspendié el tratamiento al menos 2 semanas antes de
la toma de las muestras. Ademas, ninguno de los pacientes con asma recibié GCOs, antagonistas de los
receptores de los leucotrienos (ARLTS), aspirina o inhibidores de la ciclooxigenasa (COX) durante al
menos las 6 semanas previas a su inclusién en el estudio.

Adicionalmente, conforme a las directrices de la guia GEMA?°, los pacientes asmaticos del proyecto
MEGA?57 se clasificaron en distintos grados de gravedad: intermitentes, persistentes leves, persistentes
moderados y persistentes graves.

Por otro lado, se usaron muestras de biopsia pulmonar (tejido pulmonar) de individuos con asma y de
sujetos control (sin diagnéstico de asma). Estas muestras y los datos descriptivos sobre las caracteristicas
demogréficas, inflamatorias y clinicas fueron proporcionados por el Consorcio Biobanco Pulmonar del
Centro de Investigacion Biomédica en Red de Enfermedades Respiratorias (CIBERES; PT13/0010/0030),
una red que incluye, actualmente, 12 hospitales espafioles de tercer nivel y forma parte de la Red Nacional
de Biobancos.

5.1.2. Consideraciones éticas

Todos los pacientes asmaticos del proyecto MEGA?%" y los individuos sometidos a biopsia pulmonar
fueron debidamente informados y proporcionaron su consentimiento. Se garantizo la confidencialidad de
los datos de acuerdo con las leyes de proteccién de datos y derechos de los pacientes (Ley 15/1999 de
Proteccién de Datos de Caracter Personal y la Ley 41/2002 de Proteccion de los Derechos de los
Pacientes). El estudio se aprobé por el Comité de Etica de Investigacion Clinica (CEIC) del lIS-FID y se
llevé a cabo siguiendo los principios éticos aceptados internacionalmente por las Naciones Unidas y la
Comisién Europea (Declaracion de Helsinki de 1964261 y Ley 14/2007 de Investigacion Biomédica). Las
muestras biolégicas, anonimizadas y codificadas, se procesaron conforme a los procedimientos
normalizados de trabajo y obtuvieron autorizacién de los comités éticos y cientificos locales para su uso.

5.1.3. Poblacién de estudio

Se incluyeron un total de 188 sujetos, 149 individuos con asma y 39 sujetos sin diagndstico de asma.
Estos 188 individuos se distribuyeron de la siguiente manera:
e 152 sujetos con participacion en el proyecto MEGA?':
o 133 individuos con asma.
o 19 sujetos donantes voluntarios sanos (individuos control).
¢ 36 sujetos sometidos a biopsia pulmonar (Consorcio Biobanco Pulmonar del CIBERES):
o 16 individuos con asma.
o 20 sujetos sin diagnostico de asma (individuos control).

Los sujetos asmaticos se clasificaron en base a diversas caracteristicas clinicas, lo que permitié comparar
dos grupos diferenciados por una caracteristica clinica especifica. Se clasificaron en:

¢ Individuos con asma eosinofilica y no eosinofilica, subdivididos ademas en obesos y no obesos.

e Sujetos con asma alérgica/atopica y no alérgica/atopica.

¢ Individuos con asma grave tratados y no tratados con GCOs.
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5.1.4. Clasificacion de las muestras biologicas
5.1.4.1. Muestras de suero

Para cumplir con los objetivos parciales primero y cuarto, que abarcan la identificacion y confirmacién de
perfiles de expresion diferencial de miARNSs circulantes en suero, se utilizaron muestras de suero de
pacientes asmaticos del proyecto MEGA?%’. Estas muestras, se obtuvieron en la visita basal (VB), la visita
en la que los pacientes con asma se incorporan al proyecto. Las muestras de suero se emplearon tanto
para la secuenciacion de miARNs (miARNs-seq) como para la validacién posterior por RT-gPCR, esta
dltima limitada a las comparativas entre asma eosinofilica y no eosinofilica, asi como entre asma grave
tratada y no tratada con GCOs. En la tabla 7 se especifica el nUmero de muestras de suero usadas en
cada una de las comparaciones.

Las muestras utilizadas para analizar la expresion de dos miARNs y la concentracién de dos proteinas
diana de estos en suero, entre pacientes con asma eosinofilica y no eosinofilica, mediante RT-gPCR y
ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA; del inglés, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay),
respectivamente, se subdividieron en funcion de la presencia o no de obesidad en los pacientes, dando
lugar a cuatro grupos de muestras (tabla 8). Se investigé la expresion de los miARNSs y la concentracion
de las proteinas en relacién con la inflamacién por eosinofilia y obesidad como comorbilidad del asma.

Tabla 7. Comparativas definidas y cantidad de muestras de suero empleadas en cada una.

. MUESTRAS | MUESTRAS
COMPARACIONES MUESTRAS miARNs-seq RT-qPCR ELISA

1 Asma eosinofilica 4 42 42

Asma no eosinofilica 5 39 39
5 Asma alérgica/atépica 5 - -
Asma no alérgica/atdpica 4 - -
3 Asma grave tratada con GCOs 6 14 -
Asma grave no tratada con GCOs 7 19 -

Tabla 8. Grupos de pacientes y nUmero de muestras de suero por grupo.

GRUPOS MUESTRAS
Asma eosinofilica obesos 10
Asma eosinofilica no obesos 28
Asma no eosinofilica obesos 16
Asma no eosinofilica no obesos 23

Asimismo, se usaron muestras de suero de pacientes asmaticos graves, tratados o no tratados con GCOs,
y de sujetos donantes voluntarios sanos (individuos control) para examinar la expresiéon de los miARNs
diferenciales en suero entre pacientes con asma grave tratados y no tratados con GCOs, validada por
RT-gPCR. Se utilizaron 33 muestras de suero de pacientes con asma grave y 19 de sujetos control.

Finalmente, para alcanzar el tercer objetivo parcial, que consiste en tipificar exosomas a nivel proteico, se
emplearon 16 muestras de suero. De estas, 8 correspondian a pacientes con asma eosinofilica y las otras
8 a pacientes con asma no eosinofilia.
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5.1.4.2. Muestras de biopsia pulmonar
Igualmente, se llevé a cabo miARNs-seq y validacion por RT-qPCR en biopsias pulmonares de individuos
con asma suministradas por el Consorcio Biobanco Pulmonar del CIBERES. La comparativa acordada y

la cantidad de muestras usadas se detalla en la tabla 9.

Tabla 9. Comparacion estableciday nimero de muestras de suero utilizadas.

COMPARACION MUESTRAS miARNs-seq | MUESTRAS RT-qPCR
1 Asma grave tratada con GCOs 3 9
Asma grave no tratada con GCOs 4 7

Ademas, para evaluar la relacién entre los miARNs diferencialmente expresados del primero y cuarto
objetivos parciales y la expresion de genes diana mediante RT-gPCR, se emplearon biopsias pulmonares
de 16 sujetos asmaticos y de 20 individuos sin diagndstico de asma (sujetos control).

5.1.4.3. Muestras de sobrenadante de esputo

Para lograr el tercer objetivo parcial, se usaron 14 muestras de sobrenadante de esputo. De estas,
7 correspondian a pacientes con asma eosinofilica y las otras 7 a pacientes con asma no eosinofilia.

5.1.5. Obtencidn y procesamiento de las muestras bioldgicas

5.1.5.1. Muestras de sangre periférica

5.1.5.1.1. Extraccion

Se extrajo aproximadamente 10 mililitros (mL) de sangre periférica (sangre completa) de cada individuo
de estudio, empleando tubos BD Vacutainer® con gel separador y con un coagulante (Becton, Dickinson
and Company, Franklin Lakes, Nueva Jersey, Estados Unidos), para la obtencién de suero.

5.1.5.1.2. Procesamiento

Se centrifugaron los tubos con sangre periférica en una centrifuga Allegra X-15R (Beckman Coulter, Brea,
California, Estados Unidos) a 2.095 fuerza centrifuga relativa (RCF; del inglés, Relative Centrifugal Force)
o fuerza g (g) durante 10 minutos (min) a 4°C. El suero resultante se distribuy6 en alicuotas de 1 mL en
tubos Eppendorf Safe-Lock® de 1,5 mL (Eppendorf, Hamburgo, Alemania), etiquetados y almacenados a
-80°C en el Biobanco del 1IS-FJD hasta su uso.

5.1.5.2. Muestras de biopsia pulmonar

5.1.5.2.1. Recepcidn de las muestras

Las muestras de biopsia pulmonar proporcionadas por el Consorcio Biobanco Pulmonar del CIBERES,
se enviaron al Departamento de Inmunologia del [IS-FJD en hielo seco, contenidas en viales criogénicos
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Corning™ de 1,5 mL (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, Estados Unidos) con
solucion estabilizadora de ARN RNAlater™ Invitrogen™ (Thermo Fisher Scientific Inc.) para su
conservacion. Se guardaron a -80°C en el Biobanco del [IS-FJD hasta su utilizacion.

5.1.5.2.2. Procesamiento

El dia anterior a su empleo, se corté un fragmento pequefio del tejido con un bisturi de laboratorio, dejando
el resto en el vial criogénico original y conservandolo a -80°C. Este fragmento se colocé luego en un tubo
Eppendorf de 1,5 mL etiquetado. A continuacion, se agregaron 700 microlitros (L) de QIAzol (Qiagen,
Hilden, Alemania) para la extraccion subsiguiente del ARN total. Las muestras procesadas se
almacenaron a -80°C en el Biobanco del 11S-FJD hasta su uso.

5.1.5.3. Muestras de esputo
5.1.5.3.1. Induccién del esputo

La induccion del esputo se efectué mediante la nebulizacion ultrasénica de suero salino hiperténico
(Thermo Fisher Scientific Inc.) en concentraciones crecientes (al 3%, 4% y 5%) a intervalos de 10 min
para facilitar la expectoracién, con un equipo Ultrasonic Portable Nebulizer NEU 17 Atomizer (Omron,
Kyoto, Japon). Tras enjuagar la boca para eliminar la saliva, los sujetos expectoraron en un contenedor
estéril de 100 mL para la recogida de muestras.

5.1.5.3.2. Procesamiento

El procesamiento del esputo debe llevarse a cabo en un plazo maximo de 3 horas (h) después de su
obtencién para garantizar una viabilidad celular 6ptima?62-264, Este procedimiento se realizé en una cabina
de seguridad bioldgica de clase Il MSC-Advantage™ (Thermo Fisher Scientific Inc.) para asegurar la
esterilidad?®®. Brevemente:

1) La muestra entera de esputo se deposité en un disco de Petri (Cultek S.L.U., Madrid, Espafia). Se
seleccionaron los tapones de moco con unas pinzas finas de laboratorio, evitando la contaminacién
salivar, y se pesaron en una balanza de precision ME4002 Mettler Toledo™ (Thermo Fisher Scientific
Inc.). Luego, se mezclaron con un volumen de ditiotreitol (DTT) al 0,1% (Sigma-Aldrich, Merck KGaA,
San Louis, Missouri, Estados Unidos), igual a 4 veces el peso de los tapones de esputo, en un tubo
Corning™ Falcon™ de 15 mL (Thermo Fisher Scientific Inc.).

2) La mezcla se incub6 durante 15 min a 37°C en un agitador MACSmix™ Tube Rotator (Miltenyi Biotec,
Pozuelo de Alarcén, Madrid, Espafia) a una velocidad de 300 revoluciones por minuto (rpm).

3) Se afadié el mismo volumen de solucion salina tamponada (en inglés, buffer) con fosfato (PBS; del
inglés, Phosphate Buffered Saline) Dulbecco 1X (libre de calcio y magnesio [Ca?* y Mg?*]; 1X se refiere
a la concentracion de la solucién) Gibco™ (Thermo Fisher Scientific Inc.), que de DTT al 0,1%, para
detener la reaccion. Seguidamente, la mezcla se incubé en las mismas condiciones previas.

4) La mezcla se tamiz6 con un filtro estéril de nailon de 40 um Fisherbrand™ (Thermo Fisher Scientific
Inc.).

5) Elfiltrado se centrifug6 a 754 g durante 10 min a 4°C en una centrifuga Allegra X-15R.
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6) El sobrenadante se repartidé en alicuotas de 1 mL en tubos Eppendorf de 1,5 mL, etiquetados y
guardados a -80°C en el Biobanco del 1IS-FJD hasta su utilizacion. El sedimento (en inglés, pellet)
celular se resuspendio en 1 mL de PBS 1X (Thermo Fisher Scientific Inc.) estéril, seguido por el
recuento de células mediante la técnica de tincién por exclusion. Se empleé la solucién azul de tripano
(o azul tripan) al 0,4% (Thermo Fisher Scientific Inc.) en una proporcion 1:1 y una camara de recuento
BRAND™ Blaubrand™ Neubauer (Thermo Fisher Scientific Inc.). Las células viables, con membrana
intacta, no incorporan el colorante azul tripan; las células muertas, con membrana comprometida, se
tiflen de azul al observarlas a través del microscopio éptico Labophot (Nikon, Tokyo, Japon). Se calculd
la viabilidad celular (%) y la contaminacion (%) usando las férmulas:

¢ Viabilidad celular (%) =

Numero de células vivas (no escamosas)

x 100

Numero de células vivas (no escamosas) + numero de células muertas (no escamosas)
Numero de células escamosas (vivas y muertas)

e Contaminacion (%) = x 100

Numero de células vivas (no escamosas) + numero de células escamosas (vivas y muertas)

La calidad del esputo se valoré considerando la viabilidad celular (%) y la contaminacion (%), siendo
adecuado aquel con contaminacion (células escamosas) < 15% Yy viabilidad celular 2 70%2%. Para
acabar, las células se centrifugaron nuevamente, resuspendidas en 700 uL de reactivo de lisis QIAzol
y transferidas a tubos Eppendorf de 1,5 mL, etiquetados y almacenados a -80°C en el Biobanco del
[IS-FJD para la extraccion posterior del ARN total.

5.2. Analisis de la expresion de los miARNs en suero y en biopsias pulmonares
5.2.1. Extraccién del acido ribonucleico (ARN) total
5.2.1.1. Descongelacién de las muestras biolégicas

Las muestras bioldgicas, almacenadas a -80°C en el Biobanco del 11IS-FJD, se descongelaron en hielo
durante unos 30 min y luego se homogeneizaron por completo mediante agitacién en un agitador Reax
top (Heidolph, Schwabach, Alemania) antes del proceso de extraccién del ARN total.

5.2.1.2. Extraccién del ARN total de las muestras de suero

Se afiadieron los ARNSs sintéticos Uni-Sp2, Uni-Sp4 y Uni-Sp5 (RNA Spike-In Kit, Qiagen) al comienzo
del proceso de extraccidon como controles de referencia exdgenos para verificar la correcta extraccién del
ARN total. Para extraer el ARN total se empleé el miRNeasy® Serum/Plasma Advanced Kit (Qiagen), de
acuerdo con el protocolo descrito por el fabricante. En resumen:

1) En un tubo Eppendorf de 2 mL (Eppendorf), se mezclaron 200 pL de suero con tampén RPL para
liberar y estabilizar el ARN, efectuando la lisis de proteinas plasmaticas y vesiculas extracelulares, e
inactivando las ARNasas.

2) Se incorpor6 tampén RPP, se mezcld en un agitador Reax top y se centrifugé en una microcentrifuga
accuSpin™ Micro 17 Fisherbrand™ (Thermo Fisher Scientific Inc.) para precipitar las proteinas y otros
contaminantes.

3) El sobrenadante se aplic6 a una columna RNeasy UCP MiniElute, con la agregacion de isopropanol (o
2-propanol; PanReac AppliChem, Darmstadt, Alemania), para la unién de las moléculas de ARN a la
membrana de silice.
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4) Después de varios lavados para eliminar impurezas, se eluyd el ARN total purificado (>18 nt), que
contiene los miARNSs (< 200 nt), en un tubo Eppendorf de 1,5 mL con 20 pL de agua libre de ARNasa,
precalentada a 50-55°C en un agitador térmico TS-100 (Biosan, Riga Letonia). Los tubos Eppendorf
de 1,5 mL etiquetados se guardaron a -80°C hasta su uso futuro o se procedié con la RT del ARN total
a ADN complementario o copia (ADNCc).

En la figura 10 se ilustra el procedimiento simplificado para extraer el ARN total de muestras de suero.

EFEE
] —_— 11 E ":I'.'i.—. —

] miRNeasy Serum/Plasma Advanced Kit - Qiagen ' 20 pL de ARN
200 pL de suero | para la obtencién de ARN total (miARNs)

Figura 10. Proceso abreviado de extraccion del ARN total de muestras de suero.

5.2.1.3. Extraccién del ARN total de las muestras de biopsia pulmonar

Precedente a la extracciéon del ARN total, las muestras se homogeneizaron utilizando un homogeneizador
Miccra D-1 Homogenizer (Miccra GmbH, Heitersheim, Alemania) durante 30 segundos (s). El ARN total
se extrajo siguiendo el método de Chomczynski?®” con ligeras modificaciones:

1) Las muestras se dejaron reposar durante 5 min a temperatura ambiente (TA) para asegurar la
disociacién completa de los complejos nucleoproteicos.

2) Se adicionaron 140 L de cloroformo, se mezclé en un agitador Reax top y se dejé reposar la mezcla
durante 2-3 min a TA.

3) Los tubos Eppendorf de 1,5 mL se centrifugaron en una centrifuga Hettich Mikro 24-48R (Andreas
Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen, Alemania) a 12.000 g durante 15 min a 4°C, resultando en tres
fases diferenciadas: fase superior acuosa (ARN), interfase y fase inferior del fenol-cloroformo (ADN y
proteinas).

4) Se recogi6 la fase acuosa en un nuevo tubo Eppendorf de 1,5 mL, se incorporaron 350 pL de
isopropanol, se mezcld en un agitador Reax top y se incubd la mezcla durante 2 h a -20°C para facilitar
el precipitado del ARN total.

5) Los tubos Eppendorf de 1,5 mL se centrifugaron a 12.000 g durante 10 min a 4°C.

6) Se elimind el sobrenadante y se lavé el ARN total precipitado 2 veces con etanol (PanReac AppliChem)
al 80% frio, centrifugando las muestras a 7.500 g durante 5 min a 4°C.

7) Se descart6 el sobrenadante, se dejé secar el sedimento y se resuspendié en 20 yL de agua libre de
nucleasas, precalentada a 50-55°C en un agitador térmico TS-100. El sedimento contiene el ARN total
purificado (>18 nt), que incluye los miARNs (< 200 nt).

Los tubos Eppendorf de 1,5 mL etiquetados se almacenaron a -80°C hasta su posterior empleo o se

continud con la RT del ARN total a ADNc. En la figura 11 se presenta de manera grafica el procedimiento
de extraccion del ARN total usando muestras de biopsia pulmonar.
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Figura 11. Proceso de extraccién del ARN total de muestras de biopsia pulmonar. Figura creada con BioRender
(BioRender.com).
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5.2.1.3.1. Determinacion cuantitativa del ARN total

Se calcul6 la concentracion (microgramos [ug]/uL) del ARN total extraido de las muestras de biopsia
pulmonar en un espectrofotémetro NanoPhotometer™ N60 (Implen GmbH, Manich, Alemania). La pureza
de las muestras se determiné mediante las relaciones de absorbancia (A) A260/A280 y A260/A230, con
valores deseados entre 1,8 y 2. Una vez cuantificada la concentracion y evaluada la pureza, se llevo a
cabo la RT del ARN total a ADNCc.

5.2.2. Andlisis de la expresidon de los miARNs en las muestras de suero y de biopsia pulmonar
Se examind la expresion de miARNs mediante NGS, especificamente miARN-seq.

5.2.2.1. Secuenciaciéon de nueva generacion (NGS) de los miARNs (miARNs-seq [seq; del inglés,
sequencing])

5.2.2.1.1. Preparacion de las librerias

El ARN total, que incorpora los miARNS, se convirtié en librerias de secuenciacion para NGS lllumina
(San Diego, California, Estados Unidos) empleando el NEXTFLEX® Small RNA-Seq Kit version (v)3 (Bioo
Scientific Corporation, Austin, Texas, Estados Unidos), cumpliendo con las pautas establecidas por el
proveedor. Se usaron 10,5 pL del ARN total para las muestras de suero y 1 pg del ARN total para las
muestras de biopsia pulmonar. De manera concisa, el proceso incluyo:

1) Ligacion del adaptador adenilado en el extremo 3’ (4N).

2) Eliminacion e inactivacion del exceso del adaptador (en el extremo 3’).

3) Ligacion del adaptador en el extremo 5’ (4N).

4) RT.

5) Limpieza de cuentas magnéticas.

6) Amplificacién por PCR.

7) Seleccion de tamafio mediante electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE; del inglés,
Polyacrylamide Gel Electrophoresis) y purificacién para las muestras de suero; y seleccidn de tamafio
sin PAGE vy purificacion para las muestras de biopsia pulmonar. Para la PAGE se utilizaron los geles
preformados Invitrogen™ Novex™ TBE Gels, 6% (Thermo Fisher Scientific Inc.) y la cubeta de
electroforesis Invitrogen™ XCell SureLock™ Mini-Cell (Thermo Fisher Scientific Inc.).
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Las librerias, disueltas en 12 uL del tampdn clorhidrato de tris(hidroximetil)aminometano (Tris-HCI; del

inglés, Tris(hydroxymethyl)aminomethane-Hydrochloride) 10 milimolar (mM) y pH 8,5 (Sigma Aldrich), se

conservaron en tubos Eppendorf de 1,5 mL. Cada libreria se identificé con un cebador codificado (en

inglés, barcoded primer) afiadido en la amplificacién por PCR. Si la concentracion de una libreria fue

inferior a 2.000 picomoles (pmol)/L, se concentraron empleando GenElute™ LPA (Sigma Aldrich), etanol

al 100% frio y acetato de sodio 3 molar (M) y pH 5,2 (Thermo Fisher Scientific Inc.). Para ello:

1) La mezcla se centrifug6 en una centrifuga Hettich Mikro 24-48R a 12.000 g durante 30 min a 4°C.

2) Se descart6 el sobrenadante y se lavo el sedimento con etanol al 70% frio, centrifugando las muestras
a 12.000 g durante 5 min a 4°C.

3) Se deseché el sobrenadante, se dej6 secar el sedimento y se resuspendié en 12 uL de Tris-HCI
10 mMy pH 8,5.

En dltima instancia, se normalizaron todas las librerias a 2 nanomoles (nM), se agruparon y luego se
diluyeron y desnaturalizaron (500 L) en preparacion para la secuenciacion.

El control de calidad de las librerias se llevé a cabo en un sistema electroforético TapeStation 4200
(Agilent, Santa Clara, California, Estados Unidos), usando los reactivos High Sensitivity D1000 DNA (High
Sensitivity D1000 Sample Buffer y High Sensitivity D1000 Ladder; Agilent) y el dispositivo High Sensitivity
D1000 DNA ScreenTape (Agilent).

5.2.2.1.2. Secuenciaciéon de los miARNs (miARNs-seq)

Las librerias se secuenciaron en un sistema MiniSeq 550 (lllumina), utilizando el MiniSeq 500/550 High
Output Kit v2.5 (75 Cycles; lllumina), con lectura Unica durante 50 ciclos.

5.2.2.1.3. Analisis bioinformatico de la expresion de los miARNs

El analisis bioinformatico de los datos de miARNs-seq se realizé en colaboracion con la Unidad de
Bioinformatica del Departamento de Genética del 1IS-FJD, liderada por el Dr. Pablo Minguez. Este proceso
abarcd el control de calidad, el preprocesamiento y el analisis estadistico de los resultados.

Se empleé el programa FastQC (https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) para el
control de calidad de las lecturas en formato FastQ, seguido de un filtrado de lecturas de baja calidad
mediante el programa Fasp. El proceso de recorte de las lecturas implicé la eliminacion de la secuencia
adaptadora 3' TGGAATTCTCGGGTGCCAAGG Yy la subsiguiente reduccion de cuatro bases en ambos
extremos, conforme a las indicaciones de la entidad comercial. La herramienta Cutadapt descart6 la
secuencia del adaptador 5’- AGATCGGAAGAGCACACGTCT desde el extremo 3’ y ajusto las lecturas a
una longitud entre 17 y 25 nt?%8. Las secuencias resultantes se alinearon (mapearon) con el genoma
humano de referencia (ensamblaje basado en la vVGRCh38.p13, hg38), almacenado en la base de datos
UCSC Genome Browser (https://[genome.ucsc.edu, Universidad de California, Santa Cruz, California,
Estados Unidos), usando el programa Bowtie22%°. El conteo de las lecturas de miARNs conocidos se hizo
con la herramienta HTSeq-count22’°, utilizando la anotacion de miARNs maduros disponibles en la base
de datos miRBase (miRBase v22)?"1. La matriz final conté con miARNs con mas de 10 lecturas en todas
las muestras. Los recuentos brutos de miARNs se normalizaron mediante la funcién de media recortada
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de valores M (TMM; del inglés, Trimmed Mean of M-values) del paquete NOISeq Bioconductor R?7?,
considerando la profundidad de secuenciacion y la composicion del ARN.

5.2.2.1.3.1. Comparacion de los niveles de expresion de los miARNs normalizados

Se compararon los niveles de expresion de los miARNs normalizados entre grupos (dos grupos)
empleando dos métodos de andlisis de expresion diferencial, NOISeq y DESeq227%273, Se calculd el
logaritmo en base 2 (log.) de los factores de cambio (FC; en inglés, Fold Changes) y los valores de p
(p-valores; en inglés, p-values) ajustados (valores de g o g-valores; en inglés, g-values) por la tasa de
falsos descubrimientos (FDR; del inglés, False Discoveries Rate) al 5% para identificar miARNs
expresados diferencialmente. Se reconocieron biolégicamente relevantes aquellos miARNS con expresion
diferencial estadisticamente significativa (FDR < 0,05) y un log. (FC) = 1,5 entre los grupos para muestras
de suero, por medio de la aproximacién con DESeg2, o con un g = 0,8 para muestras de biopsia pulmonar,
siguiendo la aproximacion con NOISeq.

5.2.2.1.3.2. Aplicaciéon del andlisis de componentes principales (PCA; del inglés, Principal
Component Analysis)

Se hizo un andlisis de componentes principales (PCA; del inglés, Principal Component Analysis) PCA
usando los valores normalizados y escalados de los miARNs mediante la funcion prcomp del paquete
R stats?’4. EI PCA es una técnica que reduce la dimensionalidad de los datos al agrupar variables en
componentes principales (PCs; del inglés, Principal Components), lo que posibilita un andlisis exploratorio
de los datos. Para este fin, se efectla una transformacion lineal donde las variables originales se
combinan con distintos pesos para crear nuevas variables (PCs). Las PCs describen la varianza de los
datos, siendo la PC1 la que mas varianza explica, seguida de la PC2, y asi sucesivamente. Usualmente,
las PC1 y PC2 se utilizan para evaluar la separacién de grupos. En el analisis de miARNs-seq, cada
miARN contribuye como una dimension, generando multiples dimensiones al examinarse gran cantidad
de miARNSs. No obstante, la mayoria de los miARNSs tienen expresiones similares en todas las muestras,
teniendo un impacto limitado en las PCs. Estas PCs se derivan principalmente de miARNs con
expresiones dispares entre las muestras, destacando aquellos que presentan diferencias entre grupos.
Es probable que los miARNs que mas aporten a las PCs estén diferencialmente expresados entre los
grupos en comparacion.

En la figura 12 se muestra un diagrama del proceso de andlisis de la expresién de miARNSs utilizando

NGS (miARNs-seq), que comprende la preparacion de librerias a partir del ARN total, el andlisis de la
expresion de miARNs y la implementacion del PCA.
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Figura 12. Esquemadel analisis de la expresion de miARNs por miARNs-seq, que incluye la preparacion de librerias
a partir del ARN total, el andlisis bioinformético de la expresion de miARNs y la aplicacion del PCA.

5.2.2.2. Validacion de la expresion diferencial de los miARNs en las muestras de suero y de biopsia
pulmonar mediante transcripcién inversa (RT; del inglés, Reverse Transcription) y reaccién en
cadena de la polimerasa cuantitativa (qPCR; del ingés, quantitative Polymerase Chain Reaction)

5.2.2.2.1. RT del ARN total a &cido desoxirribonucleico complementario o copia (ADNc)

El ARN total purificado, que contiene los miARNSs, se retrotranscribié (RT) a ADNc utilizando el
MIRCURY® LNA® RT Kit (Qiagen). En tubos Eppendorf de 0,2 mL (Eppendorf) se mezclaron:

e 2 pL de buffer de reaccion miRCURY 5X.

e 1 L de enzima de RT miRCURY.

e 1 L de la combinacion de RNA Spike-In Uni-Sp6 (Uni-Sp6) y cel-miR-39-3p (Qiagen).

e 2 L de agua libre de ARNasa.

e 4 L del ARN total extraido de muestras de suero o de biopsia pulmonar.

Se emplearon los ARNSs sintéticos Uni-Sp6 y cel-miR-39-3p como controles de referencia exégenos para
confirmar la adecuada ejecucion de la RT. La composicion de la mezcla fue la misma para el suero y las
biopsias pulmonares, salvo que la concentracion del ARN total de las biopsias pulmonares se ajust6é a
5 nanogramos (ng)/uL para usar 20 ng (en 4 uL), mientras que en el suero no se hizo ningun ajuste. Las
reacciones de RT (tabla 10) se llevaron a cabo en un termociclador Applied Biosystems™ Veriti™ 96-Well
Fast (Thermo Fisher Scientific Inc.). Finalizada la RT, los tubos etiquetados que albergaban los 10 uL de
ADNCc resultantes se guardaron a -20°C para su futura utilizacién.
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Tabla 10. Programa de tiempos y temperaturas de la RT.

TIEMPOS | TEMPERATURAS | CICLOS
60 min 42°C
5 min 95°C 1
Infinito 4°C

5.2.2.2.2. qPCR

Se cuantificé la expresion de los miARNs por gPCR. EI ADNc de las muestras de suero se diluyé 1:30, y
el de las muestras de biopsia pulmonar 1:60 en agua libre de nucleasas antes de la gPCR, para la que se
empled el MIRCURY® LNA® miRNA SYBR® Green PCR Kit (Qiagen). En tubos Eppendorf de 0,2 mL se
dispuso una mezcla, la cual consistié en un volumen de 10 pL, compuesta por:

e 5 pL de mezcla maestra (en inglés, master mix) SYBR Green miRCURY.

e 1 puL de cada cebador o sonda (en inglés, primer) miRCURY LNA™ microRNA PCR primer set
(BioNova cientifica, Exigon, Qiagen) especifico para cada miARN.

1 pL de agua libre de nucleasas.

3 uL del ADNc diluido.

Las secuencias de los miARNSs bajo estudio, dianas de los cebadores especificos, estan accesibles en la
base de datos miRBase (miRBase v22)?"!, La eficiencia de los cebadores fue fijada en 2 por el fabricante,
y cada miARN fue evaluado por triplicado para cada muestra. Las reacciones de gPCR (tabla 11) se
realizaron en microplacas de PCR de 96 pocillos (Cultek S.L.U.), selladas con MicroAmp™ Optical
Adhesive Film (Thermo Fisher Scientific Inc.), en un termociclador LightCycler® 96 (Roche, Basilea,
Suiza). La tabla anexa 1 exhibe los miARNs detectados con expresién diferencial en las comparaciones
de dos grupos mediante miARNs-seq en suero y biopsias pulmonares, cuya expresion se investigo
posteriormente para su validaciéon por RT-gPCR, incorporando controles enddgenos (CENSs) y controles
exégenos (CEX) para ambas muestras, asi como controles de hemdlisis (CHs) solamente para las
muestras de suero.

Tabla 11. Etapas de la gPCR. Programa de tiempos y temperaturas.

ETAPAS TIEMPOS | TEMPERATURAS | CICLOS

Preincubacion 2 min 95°C 1
e 10 s 95°C

Amplificacion Tmin 5600 45
5s 95°C

Fusién (en inglés, melting) 1 min 60°C 1
1s 95°C

Enfriamiento 10 s 40°C Infinito

Los resultados se expresaron en valores de ciclo umbral (Ct; del inglés, Cycle treshold) obtenidos al
concluir la gPCR, tomados del informe emitido por el software LightCycler® 96 SW 1.1 (Roche). Se
determiné la media aritmética (X) de los valores de Ct, con una desviacién < 0,5, para cada triplicado,
mMiARN y muestra. Se consideraron diferentes miARNs enddégenos o exdégenos (tabla anexa 1) como
posibles controles internos usando los programas estadisticos GraphPad Instat v3.0 vy
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GraphPad Prism® v6.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, California, Estados Unidos). La prueba
estadistica de igualdad de X de Ct comprob¢ la idoneidad como controles internos, seleccionando
aquellos cuyas X de Ct no difirieron significativamente entre los grupos comparados. La herramienta
estadistica Bestkeeper también se utiliz6 para valorar la valia de los potenciales controles internos
mediante el célculo de la media geométrica y la formulacién de un indice ponderado empleando el valor
de Ct original®™.

Los miARNs hsa-miR-23a-3p y hsa-miR-451a se usaron para medir el indice de hemdlisis en las muestras
de suero, con la condicion Cthsa-mir-23a-3p - Cthsa-mir-451a < 7 (€n valor absoluto) para verificar la ausencia de
hemdlisis?’6. Ademas, se utilizaron los ARNSs sintéticos Uni-Sp2, Uni-Sp4 y Uni-Sp5 como controles de
calidad para la extraccion de las muestras. Se asegurd que los valores de Ct fueran homogéneos, con
variaciones no mayores a 2 o 3 ciclos, y manteniendo diferencias de 5-7 ciclos entre ellos (respecto al
siguiente de menor concentracion), siendo Uni-Sp2 el mas expresado, Uni-Sp4 expresado de forma
intermedia y Uni-Sp5 el menos expresado:

e Ctde Uni-Sp5 - Ct de Uni-Sp4 = 5-7 ciclos.

e Ctde Uni-Sp4 - Ct de Uni-Sp2 = 5-7 ciclos.

La expresion de cada miARN en cada muestra se normaliz6 con respecto al miARN endégeno o exégeno,
o con la X de estos (si se empleé méas de uno como control interno). La expresion relativa de los miARNs
se determind mediante los métodos 2-2¢t y 2-22Ct donde ACt = XCtmiarn - XClmiarNis endégenols o exégenos Y
AACt = ACtgrupor- ACtgrupo2; A, delta??”,

En la figura 13 se presenta visualmente el proceso de analisis de la expresion de miARNs por RT y gPCR
para condirmar los hallazgos significativos de expresion diferencial obtenios mediante miARNs-seq.

Reaccion en cadena de la polimerasa

Retrotranscripcion = anas ‘ cuantitativa en tiempo real
. 5 —_—
4L de ARN \ 3 pL de ADNc

(miARNSs) (diluido previamente)

' }J,{ Kit miRCURY LNA RT /8 ée Y —
\ y Termociclador Veriti ' $ % Kit miRCURY LNA SYBR Green PCR
wal y Termociclador LightCycler 96
20 pL de ARN (miARNs) -
obtenido de suero
o de biopsia pulmonar

Una vez obtenidos los datos de la reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real
(validacion y/o expresion de miARNs)

L

Analisis estadistico de los datos
uso de los softwares LightCycler 96 SW 1.1, GraphPad Instat v3.0 y GraphPad Prism v6.0

Figura 13. Diagrama del analisis de la expresiéon de miARNs por miARNs-seq, abarcando las metodologias
moleculares RT y qPCR, utilizando ARN extraido de suero (parte superior) y de biopsia pulmonar (parte inferior).

5.2.2.3. Examen de la expresion diferencial de los miARNs, validada mediante RT-qPCR, en las
muestras de suero y de biopsia pulmonar

Se investigd la expresion diferencial de los miARNs identificados por NGS (miARNs-seq) y luego
confirmados mediante RT-gPCR en las comparaciones en suero entre pacientes con asma eosinofilica'y
no eosinofilica, asi como entre pacientes con asma grave tratados y no tratados con GCOs, en sujetos
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con asma e individuos sin diagnostico de asma (sujetos control) (tabla anexa 2). EI ARN total, que incluye
los miARNS, se retrotrasncribio (RT) a ADNc (apartado 5.2.2.2.1), y posteriormente se procedio a la
cuantificacion de la expresion de los miARNs por qPCR (apartado 5.2.2.2.2). Se afiadieron CENs y CEX
para ambas muestras, junto con CHs exclusivamente para las muestras de suero.

5.3. Andlisis de la expresién diferencial de los genes diana de los miARNs en las muestras de
biopsia pulmonar mediante RT y gPCR

5.3.1. RT del ARN total a ADNc

Para la RT a ADNc del ARN total purificado, que contiene los ARNm (> 200 nt), se usé el Applied

Biosystems™ High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific Inc.). En tubos

Eppendorf de 0,2 mL se mezclaron:

e 2 L de buffer de RT 10X.

e 0,8 uL de mezcla de dNTPs 25X.

e 2 L de primers aleatorios de RT 10X.

e 1 uL de transcriptasa inversa MultiScribe.

¢ El volumen correspondiente a 500 ng del ARN total ajustado con agua libre de ARNsa hasta alcanzar
un volumen de 14,2 pL.

Las reacciones de RT (tabla 12) se efectuaron en un termociclador Applied Biosystems™ 2720 (Thermo
Fisher Scientific Inc.). Terminada la RT, los tubos etiquetados con los 20 uL de ADNc producidos se

almacenaron a -20°C hasta ser utilizados.

Tabla 12. Programa de tiempos y temperaturas de la RT.

TIEMPOS | TEMPERATURAS | CICLOS
10 min 25°C
120 min 37°C 1
5 min 85°C
Infinito 4°C

5.3.2. gPCR

Después de obtener el ADNc, se prosiguié con la gPCR para investigar la expresion génica, usando la
Applied Biosystems™ TagMan Universal PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific Inc.). El enfoque se
centrd en los genes diana de los miARNSs séricos, los cuales fueron identificados como diferenciales por
NGS (miARNs-seq) y a continuacion validados mediante RT-gPCR en las comparativas entre pacientes
con asma eosinofilica y no eosinofilica, asi como entre pacientes con asma grave tratados y no tratados
con GCOs.

Se emplearon sondas Applied Biosystems™ TagMan (Thermo Fisher Scientific Inc.), caracterizadas por
tener ligada carboxifluoresceina-6 (6-FAM™; del inglés, 6-carboxyfluorescein)-uniéon al surco menor
(MGB; del inglés, Minor Groove Binding) para la deteccién de la expresion génica, con la medicion de la
fluorescencia emitida. En la tabla anexa 3 se detallan los genes (humanos) evaluados y las sondas Applied
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Biosystems™ Tagman especificas correspondientes. El gen humano GAPDH se utiliz6 como control
interno (CEN; tabla anexa 3). La eficiencia de todas las sondas empleadas fue de 2, de acuerdo con las
especificaciones del proveedor.

En tubos Eppendorf de 0,2 mL se preparé una mezcla que contenia 10 uL de:

e 5 L de master mix de ensayo de expresion génica Tagman 2X (Applied Biosystems™ Tagman Gene
Expression Assay Kit, Thermo Fisher Scientific Inc.).

¢ 0,5 L de sonda de ensayo de expresion génica TagMan 20X de Applied Biosystems™ (Thermo Fisher
Scientific Inc.).

e 3,5 L de agua libre de nucleasas.

e 1 puL de ADNc.

Las reacciones de gPCR (tabla 13) se ejecutaron en placas Applied Biosystems™ de 96 pocillos
MicroAmp™ Optical Fast (Thermo Fisher Scientific Inc.), selladas (MicroAmp™ Optical Adhesive Film),
en un termociclador Applied Biosystems™ StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Thermo Fisher
Scientific Inc.) con un sistema de registro de datos que permite su exportacién como archivos de Excel®
(Microsoft 365, Microsoft, Redmond, Washington, Estados Unidos).

Tabla 13. Programa de tiempos y temperaturas de la gPCR.

TIEMPOS | TEMPERATURAS | CICLOS
2 min 50°C 1
10 min 95°C 1
15s 95°C
1 min 60°C 40
Infinito 4°C 1

Cada gen se analiz6 por triplicado por muestra. Los valores de Ct de cada triplicado, gen y muestra, con
una desviacion < 0,5, tomados del informe generado por el sistema de datos del termociclador Applied
Biosystems™ StepOnePlus™ Real-Time PCR System se usaron para calcular la X. Luego, se estandariz6
la X de los valores de Ct de cada gen con el Ct del control interno (CEN) GAPDH en cada muestra. Se
determind la expresion génica relativa utilizando los métodos 22ty 2-24Ct donde ACt = XCtgen - XCtcappH.
y AACt = ACtsyjetos asmaticos- ACtindividuos controt®’’. EN la figura 14 se esquematiza de forma gréafica la
metodologia para examinar la expresion génica mediante las técnicas moleculares RT y gPCR.
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Figura 14. Representacion del estudio de la expresién génica por los métodos moleculares RT y gPCR.

5.4. Ensayos por inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISAs; del inglés, Enzyme-Linked
Immunosorbent Assays) para medir la expresion proteica de IGFBP-3y de IGF-1R

Las concentraciones séricas de las proteinas extracelulares solubles IGFBP-3 e IGF-1R se cuantificaron
mediante ELISA. Se emplearon el Human IGFBP-3 Quantikine ELISA Kit (R&D Systems, Bio-Techne,
Minneapolis, Minnesota, Estados Unidos) y el Human IGF-I R/IGF1R DuoSet ELISA Kit (Bio-Techne),
respectivamente, ambos de tipo sandwich, conforme a las instrucciones del fabricante.

Previo a llevar a cabo el ELISA de IGF-1R, la placa se incubd con el anticuerpo de captura durante toda
la noche a TA, seguido de lavados, bloqueo durante 1 h a TA y nuevos lavados, quedando preparada
para el experimento. Para el ELISA de IGFBP-3, la placa ya estaba tapizada con el anticuerpo de captura,
evitando preparativos adicionales.

En el ELISA de IGFBP-3:

1) Muestras y estandares se incubaron durante 2 h a 4°C tras la adicién del diluyente de ensayo. Las
muestras se diluyeron 1:100.

2) Se lavaron los pocillos, se agregé el anticuerpo de deteccién conjugado con peroxidasa de rabano
(HRP; del inglés, Horseradish Peroxidase) y se incubaron nuevamente (2 h a 4°C).

3) Después de un segundo lavado, se incorporé el sustrato (perdxido de hidrégeno [H202] y
tetrametilbencidina [3,3',5,5'-Tetrametilbencidina; C16H20N2]) durante 30 min a TA, protegiendo la placa
de la luz.

4) La reaccion se detuvo al afiadir solucién de parada (acido sulfarico [H3SO4] 1 M).

En el ELISA de IGF-1R se siguié la misma metodologia general, pero con variaciones: muestras y
estandares se incubaron directamente, se usé un anticuerpo de deteccién unido a biotina y se agregé
estreptavidina-HRP luego de un segundo lavado y antes de la incorporacion del sustrato de la enzima
(HRP), durante 20 min a TA y resguardando la placa de la luz en los dos casos.
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Se construyd una curva patron utilizando estandares de IGFBP-3 e IGF-1R recombinantes humanos,
diluidos secuencialmente 1:2, cubriendo concentraciones desde 50 ng/mL hasta 0,79 ng/mL para
IGFBP-3 y desde 16.000 picogramos (pg)/mL hasta 250 pg/mL para IGF-1R. La absorbancia se midi6 a
450 nm, con correccién a 570 nm, en un lector de placas Infinite® F200 (Tecan, Mannedorf, Suiza). Las
concentraciones de IGFBP-3 e IGF-1R en las muestras se calcularon extrapolando los valores a partir de
ecuaciones derivadas de las curvas patrén, con ayuda de GraphPad Prism® v6.0 y Microsoft® Excel®.
En la figura 15 se ilustra el proceso para evaluar las concentraciones de IGFBP-3 e IGF-1R.

(S

Human IGFBP-3 Quantikine ELISA Kit and Human IGF-l R/IGF1R DuoSet ELISA Kit
e =) para la determinacién cuantitativa de las concentraciones de IGFBP-3/IGF-1R

10 pL de suero (IGFBP-3: dilucién 1:100) +
10 pL de suero (IGF-1R)

I

\%

200 pL de suero

Lector de microplacas de fluorescencia Infinite F200
para la determinacion de la densidad optica (450 nm)

Una vez obtenidos los datos de la densidad 6ptica de cada pocillo ——

Anélisis estadistico de los datos
uso del software GraphPad Prism v6.0 y Microsoft Excel

Figura 15. Procedimiento de la determinacion de las concentraciones de IGFBP-3y de IGF-1R.

5.5. Cultivos celulares de células estructurales de pulmén: células epiteliales de vias respiratorias
pequefias (SAEC; del inglés, Small Airway Epithelial Cells) y células musculares lisas bronquiales
(BSMC; del inglés, Bronchial Smooth Muscle Cells)

En los ensayos para evaluar el potencial impacto de la dexametasona, un GC, en la expresién de los
mMiARNSs y genes diana diferenciales en suero entre pacientes con asma grave tratados y no tratados con
GCOs, se utilizaron células primarias humanas de pulmén SAEC y BSMC (Lonza Group).

5.5.1. Descongelacidn, siembra y mantenimiento de subcultivos de SAEC

Los viales de células, guardados en un contenedor criogénico de nitrégeno (N2) liquido (-196°C) para su
conservacion, se extrajeron para su descongelacién en un bafio de agua con agitacion Innova 3000 (New
Brunswick Scientific Co., Inc., Edison, Nueva Jersey, Estados Unidos) durante 2 min a 37°C. Después,
las células se sembraron de acuerdo con las directrices del proveedor, inicialmente en frascos de cultivo
celular (en ingles, flask) de 25 centimetros (cm)? Corning® (Cultek S.L.U.). Se cultivaron a una
concentracion de 2.500 células/cm? con un volumen de medio de cultivo celular de 1 mL/cm?. Se
efectuaron cambios de medio de cultivo cada 1-2 dias empleando el Small Airway Epithelial Cell Basal
Medium (Promocell, Heidelberg, Alemania) con componentes adicionales afiadidos conforme a las
recomendaciones del fabricante (tabla anexa 4).
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Las células se incubaron para su crecimiento y proliferacién en un incubador Forma™ Series || Water-
Jacketed CO; Incubator (Thermo Fisher Scientific Inc.) a 37°C y 5% de di6xido de carbono (COz). Una
vez alcanzaron aproximadamente el 80% de crecimiento, se procedi6é con un pase de cultivo. Para ello:
1) Se incorporaron 2,5 mL de tripsina/acido etilendiaminotetraacético (EDTA; del inglés,

Ethylenediaminetetraacetic Acid) (0,25%) con indicador de pH rojo de fenol Gibco™ (Thermo Fisher

Scientific Inc.) y se incubaron durante 5 min a 37°C y 5% de CO..

2) Se agregaron 5 mL de una solucion de neutralizacion de la tripsina, compuesta por:

e Medio Gibco™ instituto conmemorativo Roswell Park-1640 (RPMI-1640; del inglés, Roswell Park
Memorial Institute-1640) (Thermo Fisher Scientific Inc.), que también contiene el indicador de pH
rojo de fenol.

e L-glutamina (200 mM; Cultek S.L.U.).

e Piruvato sodico (100 mM; Lonza Group, Basilea, Suiza).

e Suero fetal bovino (FBS; del inglés, Fetal Bovine Serum; Sigma-Aldrich) al 10%, precalentado
durante 1 h a 45°C.

e Estreptomicina-penicilina (10.000 Unidades [U}/mL; Cultek S.L.U.).

3) Se centrifugo el volumen total en un tubo de 15 mL en una centrifuga Allegra X-15R a 456 g durante 5
min a 22°C.

4) Se descarto el sobrenadante y se resuspendio el sedimento celular en 1 mL de medio de cultivo.

5) Se llevaron a cabo el contaje y la consiguiente evaluacion de la viabilidad de las células en una camara
de recuento Neubauer usando la técnica de tincién por exclusion.

6) Las células se cultivaron de nuevo en frascos de cultivo celular de 25 cm? a una densidad de
2.500 células/cm? para mantener el crecimiento (subcultivo), o en placas de cultivo de 24 pocillos
(placas de cultivo P24) Corning™ Costar™ (Thermo Fisher Scientific Inc.) con una densidad de
100.000 células/pocillo para hacer experimentos al dia siguiente. En ambos casos, las células se
incubaron a 37°C y 5% de CO; hasta su utilizacion en ensayos, empleando células en cuarto pase de
crecimiento y proliferacion celular.

5.5.2. Descongelacion, siembra y mantenimiento de subcultivos de BSMC

El procedimiento de descongelacion, siembra y subcultivo se realizé siguiendo las instrucciones

mencionadas previamente (apartado 5.5.1), con las variaciones que se indican a continuacion:

e Las células se sembraron a una concentracion de 3.500 células/cm?, tanto al inicio como para los
subcultivos.

e Se uso el medio de cultivo celular Smooth Muscle Cell Basal Medium 2 (Promocell), que incluye
componentes suplementarios afiadidos segun las recomendaciones del proveedor (tabla anexa 5).

e Se utilizaron células en cuarto y quinto pase para los experimentos.

5.6. Experimentacion funcional en SAEC y en BSMC
5.6.1. Estudio del impacto de la dexametasona en la expresiéon de los miARNs y de los genes

Se cultivaron SAEC y BSMC en placas P24 Corning™ Costar™ con una densidad de 100.000 células por
pocillo en un volumen de 500 pL de medio de cultivo celular. Con un crecimiento a 37°C y 5% de CO,, se
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comenzaron los experimentos al alcanzar el 80-90% de confluencia. Cada experimento empleé dos

placas P24, una por cada tiempo, 4 h y 24 h. El protocolo experimental consistio en (figura 16):

1) Se retir6 el medio de cultivo y se lavaron las células con PBS 1X estéril para eliminar células muertas.

2) Se afiadié dexametasona (Sigma-Aldrich) en concentraciones crecientes (10°M, 10°° My 104 M) en
los pocillos asignados. La dexametasona se diluydé en medio de cultivo hasta completar un volumen
final de 500 pL en cada pocillo. El primer pocillo se utilizé como control, sin agregar dexametasona,
solo se adicionaron 500 pL de medio de cultivo.

3) Las placas se incubaron a 37°C y 5% de CO; durante 4 h'y 24 h.

4) Posterior a los tiempos de incubacion definidos, las muestras se recogieron y se guardaron a -20°C en
tubos Eppendorf de 1,5 mL. Esto incluyé 500 pL del sobrenadante celular y las células (pellet celular)
resuspendidas en 700 uL de reactivo de lisis QIAzol para la subsiguiente extraccion del ARN.
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Figura 16. Diagrama de la experimentacion en SAEC y en BSMC. Figura creada con BioRender (BioRender.com).
5.6.1.1. Extraccion y cuantificacién del ARN total, RT del ARN total a ADNc y gPCR

Se realizaron seis experimentos tanto en SAEC como en BSMC, seguidos por la extraccién, la
cuantificacion y la RT a ADNc del ARN total (>18 nt), que contiene los miARNs (< 200 nt). Luego, el ADNc,
ajustado a una concentracion de 5 ng/uL para el uso de 20 ng, se utilizé en la gPCR para analizar la
expresion de miARNS.

Los procesos de extraccion del ARN total, determinacién cuantitativa del ARN total, RT del ARN total a
ADNc y gPCR se llevaron a cabo de acuerdo con lo establecido en los apartados 5.2.1.3, 5.2.1.3.1,
5.2.2.2.1 y 5.2.2.2.2. Se investigo la expresion de los miARNs diferenciales detectados mediante NGS
(miARNSs-seq), después confirmados por RT-qgPCR, en la comparacién en suero entre pacientes con asma
grave tratados y no tratados con GCOs. La tabla anexa 6 muestra los miARNSs sujetos a examen mediante
RT-gPCR, incorporando los CENs y CEX. Se emplearon datos de cinco experimentos para determinar su
expresion. Para garantizar la efectividad del tratamiento con dexametasona, se efectué RT-gPCR, segun
lo expuesto en los apartados 5.3.1 y 5.3.2, para estudiar la expresion del gen humano GILZ, el cual se
induce en presencia de este GC. La sonda TagMan especifica para el gen GILZ tiene el identificador
Hs00608272_m1, donde m indica que la sonda abarca una unién de exén y no detectara ADN gendémico.
Los resultados de expresion génica de GILZ se tomaron de seis experimentos en SAEC y cuatro en
BSMC.
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5.7. Andlisis del contenido proteico de los exosomas de las muestras de suero y de sobrenadante
de esputo

Se investigo la composicion proteica de exosomas de pacientes con asma eosinofilica y no eosinofilica.
El procedimiento comprendio la obtencion de exosomas, la medicion de la concentracidn proteica, la
verificaciéon del aislamiento de exosomas por Western blotting (o Western blot o immunobilotting) y la
caracterizacion del perfil proteico. La determinacion del perfil protedmico implico la digestion de proteinas,
la separacion de péptidos mediante nano-cromatografia liquida de fase reversa, el andlisis de péptidos
por espectrometria de masas de alta resolucién y la interpretacion de datos para la cuantificacion relativa
sin marcaje de proteinas. Ademas, se hizo un andlisis funcional de proteinas con distinta abundancia.

5.7.1. Purificacién de los exosomas

Las muestras se descongelaron en hielo durante aproximadamente 30 min y luego se homogeneizaron
mediante agitacién en un agitador Reax top antes de proceder a la obtencién de los exosomas, aplicando
el método descrito a continuacion:

1) Las muestras de suero (1 mL) se centrifugaron en una microcentrifuga Fresco™ 21 (Thermo Fisher
Scientific Inc.) a 12.000 g durante 20 min a 10°C.

2) El sobrenadante se transfirié a tubos de ultracentrifuga (Beckman Coulter), se suplementé con
PBS 1X estéril, alcanzando un volumen de 20 mL y se ultracentrifugé en una ultracentrifuga XL-80
(Beckman Coulter) con el rotor 70Ti (Beckman Coulter) a 100.000 g durante 1 h'y 10 min a 10°C.

3) Después de desechar el sobrenadante, el sedimento (pellet de exosomas) se resuspendié en 20 mL
de PBS 1X estéril y se sometid a una segunda ultracentrifugacion bajo las mismas condiciones.

4) El sobrenadante se descartd y el precipitado se resuspendié en 60 pL de PBS 1X/EDTA (Sigma-
Aldrich) 5 mM filtrado y estéril, transfiriéndolo (60 pL) a tubos Eppendorf de 0,5 mL (Eppendorf), los
cuales se almacenaron a -80°C.

Se uso6 el mismo procedimiento general para las muestras de sobrenadante de esputo (750 pL), con las
siguientes modificaciones: inicialmente se sometieron a cinco centrifugaciones en una centrifuga Hettich
Mikro 24-48R (dos a 1.020 g durante 4 min a 4°C; una a 2.850 g durante 4 min a 4°C y dos a 19.270 g
durante 1 min a 4°C). Se realiz6é una Unica ultracentrifugacion en tubos de micro-ultracentrifuga (Thermo
Fisher Scientific Inc.), afiadiendo PBS 1X estéril al sobrenadante hasta llegar a un volumen de 1,3 mL, en
una micro-ultracentrifuga Sorvall™ serie MX 120 Plus (Thermo Fisher Scientific Inc.) con el rotor
S140-AT (Thermo Fisher Scientific Inc.) a 100.000 g durante 1 h 'y 10 min a 4°C.

Posteriormente, las muestras se utilizaron para la deteccion de proteinas exosomales por Western blot y
para la caracterizacion del perfil proteico.

5.7.2. Determinacién de la concentracion proteica de los exosomas

La concentracidn proteica de los exosomas se midi6 mediante el método colorimétrico del acido
bicinconinico (BCA, del inglés, Bicinchoninic Acid), empleando el Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo
Fisher Scientific Inc.). Este método, basado en la reaccion de Biuret y usando un reactivo tolerante a
detergentes, como el dodecilsulfato sodico (SDS; del inglés, Sodium Dodecyl Sulfate; C12H2sNaO4S) o el
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nonilfenoxipolietoxietiletanol-40 (NP-40; Ci19H3203)%78, se cuantific6 en un NanoPhotometer™ N60. Se
construyd una curva patron con diluciones seriadas 1:2 de un estandar de albimina sérica bovina (BSA;
del inglés, Bovine Serum Albumin) en una solucién de cloruro de sodio (NaCl) al 0,9% con azida de sodio
(NaNs), abarcando concentraciones desde 2 miligramos (mg)/mL hasta 0,03125 mg/mL. La concentracion
de proteinas exosomasles se calcul6 por extrapolacion de los valores utilizando la ecuacién derivada de
la curva patrén.

5.7.3. Identificacién de las proteinas de los exosomas mediante Western blot, que involucra la
electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE; del inglés, Polyacrylamide Gel Electrophoresis) con
dodecilsulfato sodico (SDS; del inglés, Sodium Dodecyl Sulfate), la transferencia y la
inmunodeteccién

Las muestras de proteinas exosomales se prepararon en condiciones reductoras al mezclarlas con un
tampon de carga en tubos Eppendorf de 1,5 mL. Este tampdn contenia:

e Tris-HCI 0,5 My pH 6,8 (Sigma-Aldrich).

e Glicerol (PanReac AppliChem).

e SDS (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, California, Estados Unidos) al 10%.

¢ Azul de bromofenol (Sigma-Aldrich) al 0,5%.

e 2-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich).

e Agua destilada o desionizada (DBC Distribuciones Biocientificas S.L., Méstoles, Madrid, Espafia).

La mezcla resultante se incub6 durante 5 min a 100°C en un agitador térmico TS-100, logrando asi la
desnaturalizacidn total de las proteinas.

El protocolo para la técnica de Western blot se implementé conforme a los pasos especificados

seguidamente:

1) Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE; del inglés, Sodium Dodecyl Sulfate-
Polyacrylamide Gel Electrophoresis). Las proteinas exosomales se separaron por SDS-PAGE,
empleando geles de acrilamida-bis acrilamida (Bio-Rad Laboratories Inc.) al 12% con los siguientes
componentes:
¢ Acrilamida-bis acrilamida al 30% en una mezcla con proporcion 37,5:1 (PanReac AppliChem).

e Tris-HCI 1,5 M y pH 8,8 (Sigma-Aldrich).
e SDS al 10%.
e Agua destilada.

o Se usaron dos geles idénticos, uno para las muestras de proteinas exosomales de suero y otro
para las de sobrenadante de esputo.

o La electroforesis se ejecutdé a 80-120 Voltios (V) en un aparato de electroforesis PowerPac™
Basic Power Supply (Bio-Rad Laboratories Inc.).

o Ademas, se incluyeron 2 muestras de proteinas exosomales de eosinofilos de individuos sanos,
asi como 2 muestras de proteinas extraidas de células (una de SAEC y otra de BSMC) como
controles. Se utilizé el marcador pretefiido Precision Plus Protein™ All Blue Prestained Protein
Standards (Bio-Rad Laboratories Inc.) para poder precisar el peso molecular de las proteinas.

2) Transferencia a una membrana de polifluoruro de vinilideno (PVDF; del inglés, Polyvinylidene Fluoride).
Las proteinas exosomales, tras ser separadas, se transfirieron a una membrana de PVDF Hybond™
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P 0.45 (Amersham, GE Healthcare Technologies Inc., Chicago, lllinois, Estados Unidos) con el sistema
de transferencia Trans-Blot Turbo Transfer System (Bio-Rad Laboratories Inc.).
3) Inmunodeteccion de las proteinas exosomales. Para ello:

3.1) Se bloquearon los sitios de union inespecificos de la membrana con una solucién compuesta de
PBS 1X (Thermo Fisher Scientific Inc.)/Tween-20 (Sigma-Aldrich) al 0,2% y leche en polvo
desgrasada (VWR Internacional, Radnor, Pensilvania, Estados Unidos) al 5%, durante 2 ha TA en
movimiento en un balancin Bibby Stuart Platform Rocker STR6 (Akribis Scientific Limited, Knutsford,
Pickmere, Reino Unido).

3.2) Sellevaron a cabo lavados (3-5 veces cada 5-10 min) con PBS 1X/Tween-20 al 0,2% para eliminar
el exceso de leche en polvo.

3.3) La membrana se cortd en bandas segun el tamafio de las proteinas, y cada banda se incub6 con
un anticuerpo primario especifico (tabla anexa 7) durante toda la noche a 4°C en movimiento en un
balancin Stuart See-saw Rocker SSL4 (Huberlab, Aesch, Suiza).

3.4) Al dia siguiente, se hicieron lavados (3-5 veces cada 5-10 min) con PBS 1X/Tween-20 al 0,2%
para retirar el sobrante de anticuerpo primario no unido.

3.5) Cada banda se incubé con un con anticuerpo secundario (tabla anexa 7) durante 2 h a TA en
movimiento en un balancin Bibby Stuart Platform Rocker STR6.

3.6) Se realizaron lavados (alrededor de 15 veces cada 5-10 min) con PBS 1X/Tween-20 al 0,2%
durante 2 h a TA para eliminar el exceso de anticuerpo secundario no ligado.

Tanto los anticuerpos primarios como los secundarios se diluyeron en PBS 1X, Tween-20 al 0,2% y leche
en polvo desgrasada al 0,5%. La tabla anexa 7 proporciona informacién detallada sobre los anticuerpos
empleados en la inmunodeteccién de las proteinas exosomales, incluyendo la especie, la dilucion
establecida y el proveedor.

Finalmente, las bandas de membrana con proteinas exosomales se incubaron con el reactivo Immobilon
Crescendo Western HRP substrate (Merck Millpore, Merck KGaA, Burlington, Massachusetts, Estados
Unidos) durante 1 min y, la quimioluminiscencia generada se revel6 en un equipo Amersham Imager 600
(GE Healthcare Technologies Inc.).

Se usaron los anticuerpos anti-CD9, anti-CD63, anti-ALIX y anti-B-actina, este Ultimo como control de
carga en el Western blot (CEN), para verificar la correcta purificacion de los exosomas. También se utilizé
el anticuerpo anti-calnexina para excluir la influencia de componentes celulares. Las proteinas ALIX
(95 kDa) y calnexina (90 kDa), de tamafios similares, se identificaron en una misma banda. Con este
proposito, se efectud el procedimiento de eliminacién y reprobacion (en inglés, stripping and reprobing)
empleando la solucién ReBlot Plus Mild Antibody Stripping Solution (10X; Merck Millpore, Merck KGaA),
para detectar calnexina luego de confirmar la existencia de ALIX. De manera que, después de la
incubacién con la solucion de stripping and reprobing, se llevaron a cabo lavados (3-5 veces cada
5-10 min) con PBS 1X/Tween-20 al 0,2% y se incubd con los anticuerpos correspondientes, seguido de
lavados adicionales, para visualizar la proteina calnexina.
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5.7.4. Caracterizacién del perfil protedmico de los exosomas

El perfil proteico de los exosomas se determiné en el Servicio de Protedmica de la Universidad
Complutense de Madrid (UCM), usando muestras de suero y de sobrenadante de esputo de pacientes
con asma eosinofilica y no eosinofilica. Se realizaron dos andlisis separados, posibilitando la comparacion
entre ambos tipos de muestras y los dos fenotipos de pacientes con asma.

5.7.4.1. Digestion de las proteinas

Las proteinas exosomales se digirieron utilizando el IST Kit (Preomics, Planegg-Martinsried, Alemania),

de acuerdo con las pautas provistas por el fabricante. Brevemente:

1) Se concentraron 46,8 ug de las proteinas de suero y 53,5 ug de las proteinas de sobrenadante de
esputo en un sistema disefiado para concentracién y desecacién al vacio centrifugo SpeedVac™
(Thermo Fisher Scientific Inc.).

2) Las proteinas se resuspendieron en el buffer LYSE y se incubaron durante 10 min a 95°C para la
reduccion y alquilacién de estas.

3) Se agreg6 la solucién DIGEST, la cual incorpora las proteasas tripsina y Lys-C, y se incub6 durante
toda la noche a 37°C en agitacién en un agitador MACSmix™ Tube Rotator.

4) La digestion se detuvo con el buffer STOP y se transfirié todo el volumen a una microcolumna.

5) Las proteinas se lavaron con los buffers WASH 1y 2 y se eluyeron 2 veces con el buffer ELUTE.

6) Las proteinas digeridas se secaron nuevamente en el SpeedVac™ (Thermo Fisher Scientific Inc.) y se
reconstituyeron en 20 pL del buffer LOAD.

La concentracion de los péptidos se midio en un fluorimetro Qubit 3.0 (Thermo Fisher Scientific Inc.), y se
preservaron a -20C hasta su analisis en el espectrometro de masas.

5.7.4.2. Separacion de los péptidos mediante nano-cromatografia liquida de fase reversay analisis
por espectrometria de masas de alta resolucién

Los péptidos se analizaron mediante cromatografia liquida de fase reversa acoplada a la espectrometria
de masas en tdndem (RP-LC-MS/MS; del inglés, Reverse Phase-Liquid Chromatography-coupled with
tandem Mass Spectrometry). Se emple6 un sistema de nano-cromatografia liqguida de fase reversa
Vanquish™ Neo (Thermo Fisher Scientific Inc.) acoplado a un espectrémetro de masas de alta resolucién
Q-Exactive™ HF (Thermo Fisher Scientific Inc.) a través de una fuente de ionizacién EASY-Spray™ Nano
(Thermo Fisher Scientific Inc.). Los péptidos obtenidos de la digestién de las proteinas (apartado 5.7.4.1)
se cargaron en una precolumna para cromatografia liqguida Acclaim™ PepMap™ 100 C18 Column
(Thermo Fisher Scientific Inc.; tabla 14) con un tampén A (fase mévil con acetonitrilo al 2% y acido formico
al 0,1%) para su concentracion y limpieza. Estos se separaron en una columna analitica con punta
integrada EASY-Spray™ Column (Thermo Fisher Scientific Inc.; tabla 14) a un caudal de 250 nanolitros
(nL)/min durante 2 h, en un gradiente del 2 al 35% de tampon B (acetonitrilo al 100% y acido férmico al
0,1%) en tampon A.
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Tabla 14. Caracteristicas de la precolumna (carga de péptidos) y columna analitica (separacion de
péptidos) para cromatografia liquida.

CARACTERISTICAS | PRECOLUMNA (CARGA) | COLUMNA ANALITICA (SEPARACION)
Diametro 75 um 75 um
Longitud 20 mm 500 mm
Resina C18 Si Si
Tamafio de particula 3 um 2 um
Tamafio de poro 100 Angstroms (A) 100 A

5.7.4.3. Interpretacion de los datos para la cuantificacidn relativa sin marcaje de las proteinas

Los datos se adquirieron con el programa Xcalibur v4.5 (Thermo Fisher Scientific Inc.), y la identificacién
de los péptidos se efectué mediante el motor de bisqueda Mascot v2.8 (www.matrixscience.com) con el
programa Proteome Discoverer v3.0 (Thermo Fisher Scientific Inc.). Proteome Discoverer v3.0 también
estimo las intensidades normalizadas para la cuantificacion relativa de las proteinas en las muestras de
pacientes con asma eosinofilica y no eosinofilica.

La cuantificacion relativa de las proteinas se llevé a cabo comparando las intensidades de los péptidos
precursores en las muestras de ambos grupos de pacientes con asma (ratios), una vez alineados los
cromatogramas. Se seleccionaron solo los péptidos Unicos, especificos del grupo de proteinas, presentes
en al menos el 50% de las muestras de un fenotipo o condicion del asma (asma eosinofilica o0 no
eosinofilica). Para la comparacidn entre las muestras, se normalizé la cantidad total de proteina entre
ellas usando la abundancia total de todos los péptidos identificados.

El andlisis estadistico de los datos de abundancia, obtenidos de Proteome Discoverer v3.0, se realiz6 en
RStudio v4.2.3 mediante el paquete Limma v3.56.2 (disponible en
https://bioconductor.org/packages/limma/)?’°. Se consideraron solamente las proteinas que contaban con
datos de abundancia en al menos el 50% de las muestras de al menos uno de los fenotipos o condiciones
del asma. No se aplicé imputacion para los valores faltantes (en inglés, missing values), y los valores de
abundancia se normalizaron utilizando el método de la mediana. La prueba t de Student para muestras
independientes se empled para determinar la significacién estadistica de los cambios en la abundancia
de las proteinas entre pacientes con asma eosinofilica y no eosinofilica (raz6n asma eosinofilica/asma no
eosinofilica).

En la identificacion de péptidos y proteinas, se cotejaron los resultados con la base de datos del Proteoma
Humano UP000005640 (que contiene 20.376 secuencias revisadas) y con una base de datos que incluye
los contaminantes mas comunes y relevantes (247 secuencias). La FDR se calcul6 usando una base de
datos reversa como sefiuelo, aceptandose Unicamente las proteinas con un FDR inferior al 1%. Se
ajustaron las puntuaciones de Mascot v2.8 por el algoritmo percolador y se aplicaron criterios de
aceptacion para la identificacion de péptidos y proteinas, como un intervalo de confianza (Cl; del inglés,
Confidence Interval) > 95% para los péptidos y > 99% para las proteinas. Ademas, se establecieron
p-valores < 0,02 y < 0,01 para considerar estadisticamente significativos los cambios de abundancia de
las proteinas exosomales de suero y de sobrenadante de esputo, en cada caso, identificadas y
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cuantificadas entre los dos grupos de pacientes asméaticos. Asimismo, los PCAs se efectuaron utilizando
la funcién prcomp del paquete R stats?74.

5.7.4.4. Analisis funcional de las proteinas con distinta abundancia

Se llevd a cabo un andlisis funcional de las proteinas humanas con diferencias significativas de
abundancia entre ambos fenotipos o condiciones del asma. Se emple6 el paquete gprofiler228® en
RStudio v4.2.3, con pardmetros que comprendieron:

e Homo sapiens como organismo de referencia para la lista de identificadores proteicos.

e Un p-valor < 0,05 para definir significacion estadistica.

e La estimacién de la FDR para la correccion de pruebas mdltiples.

Para el enriquecimiento de procesos biolégicos, se usaron las bases de datos:
e Ontologia de genes (GO; del inglés, Gene Ontology)?2!. Esta abarca las categorias de:
o Componentes celulares.
o Funciones moleculares.
o Procesos bioldgicos.
¢ Enciclopedia de genes y genomas de Kyoto (KEGG; del inglés, Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes)?#?
e Reactome?®,

En la figura 17 se muestra de forma visual el proceso de examen del contenido proteico de los exosomas.
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en PBS 1X/EDTA 5mM) Kit IST
para la digestion de proteinas de exosomas RP-LC-MS/MS (Q-exactive HF)

para el analisis de péptidos

Fluorimetro Qubit 3.0
para la cuantificacion de la concentracion de péptidos

Una vez obtenidos los datos MS/MS
(espectros MS/MS)

L

Anilisis estadistico de los datos (basado en intensidad)
uso de los softwares Proteome Discoverer 3.0 ypaquete Limma v3.56.2 en Rstudio v4.2.3

Figura 17. Procedimiento para la caracterizacién del perfil prote6mico de los exosomas.

5.8. Uso de herramientas bioinformaticas para predecir la interaccién entre los miARNs y sus
genes diana

Se utilizd6 la  herramienta  bioinformética en linea gratuita DIANA-miRPath  v3.0
(http:/iwww.microrna.gr/miRPathv3) para evaluar las funciones reguladoras de miARNSs, identificar vias
(en inglés, pathways) de sefalizacion in silico y predecir interacciones con genes diana?®*. Esta
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herramienta permite explorar vias bioldgicas que involucran miARNs y genes diana, mostrando la
significacion estadistica (p-valores) de las asociaciones. También, ofrece la anotacién funcional de
MiARNs mediante estadisticas estandar (distribuciones hipergeométricas), distribuciones empiricas
insesgadas o metaandlisis. Integra mas de 600.000 genes diana de miARNs respaldados por evidencia
experimental de DIANA-TarBase v7.0%%5. Ademas, proporciona la opcién de sustituir o combinar los genes
diana de DIANA-TarBase v7.0 con aquellos previstos in silico de DIANA-microT-CDS o TargetScan v6.2,
con interacciones de alta calidad sustentadas experimentalmente?®+285, Asimismo, posibilita la asociacion
de interacciones génicas y proteicas, fisicas y funcionales, consolidando la informacién empirica?®4. Este
recurso emplea la base de datos KEGG para describir las vias vinculadas a cada grupo de miARNs y la
incorporacion de secciones de la herramienta bioinforméatica GO ha mejorado su funcionalidad?8.282.284,

Inicialmente, se reconocieron y visualizaron vias de sefializacion KEGG estadisticamente significativas
(p < 0,05), controladas por los miARNs diferenciales de las comparativas de pacientes con asma
eosinofilica y no eosinofilica, asi como de pacientes con asma grave tratados y no tratados con GCOs.
Se uso6 el modulo de busqueda inversa de DIANA-miRPath v3.0, especificamente TarBase v7.0, para
descubrir las vias biolégicas en las que los miARNs participan?84285, Se seleccionaron vias KEGG con
significacion estadistica ajustada por la FDR al 5%, priorizando aquellas relacionadas con la enfermedad
asmatica. Posteriormente, se eligieron para su estudio los genes diana de los miARNs desregulados.
Ademas, se generaron mapas de enriquecimiento que representan las vias y los genes afectados por los
miARNS in silico mediante la utilizacion de este recurso bioinformatico.

5.9. Andlisis estadistico

Las caracteristicas demograficas, inflamatorias, funcionales y clinicas de los sujetos se analizaron
empleando la estadistica descriptiva. Los datos se expresaron como la X + la desviacién estandar (DE;
conocida también como desviacion tipica) o la mediana y el rango intercuartilico o intercuartil (IQR; del
inglés, Interquartile Range). Las frecuencias descriptivas se presentaron como porcentajes (%).

Se efectuaron comparaciones estadisticas entre grupos no pareados o no relacionados usando diversas
pruebas segun la distribucién de los datos. Para grupos con datos que seguian una distribucion normal o
Gaussiana (datos paramétricos) y con igual DE, se utilizé el test t de Student de dos colas. En el caso de
datos paramétricos con diferente DE, se empled el test t de Student con correccién de Welch. Para grupos
con datos no paramétricos, se uso6 el test U de Mann-Whitney. En comparaciones entre tres 0 mas grupos
(comparaciones multiples), se aplico el test andlisis de la varianza (ANOVA; del inglés, Analysis Of
Variance) de una via, seguido de tests post-hoc (test posterior) como Bonferroni, Tukey o diferencia
minima significativa (LSD; del inglés, Least Significant Difference) de Fisher para datos paramétricos e
igual DE. En el caso de datos paramétricos con distinta DE, se recurri6 al test ANOVA de Brown-Forsythe
y Welch. En comparaciones multiples entre grupos con datos no paramétricos, se utilizo el test de Kruskal-
Wallis. Se verificé la normalidad de los datos mediante el test de Shapiro-Wilk para grupos con tamafio
muestral < 50 y el test de Kolmogorov-Smirnov para grupos con tamafio > 50.

Ademas, en la comparacion de los niveles de expresion de los miARNs o de los genes entre grupos, se
normalizaron los datos asignando un valor de 1 al grupo de control (individuos sanos, sin diagnéstico de
asma) o con menor gravedad del asma (asma no eosinofilica y asma grave no tratada con GCOs) y
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ajustando (el aumento o el descenso) proporcionalmente a la condicién patoldgica (sujetos con asma) o
con mayor gravedad del asma (asma eosinofilica y asma grave tratada con GCOs).

En los analisis de correlacion entre los niveles de expresion de los miARNS, los genes y las proteinas,
junto con los pardmetros clinicos cuantitativos, se empleo el test de Pearson para grupos con datos
paramétricos y el test de Spearman para grupos con datos no paramétricos. La evaluacién de las
diferencias estadisticas en las frecuencias de parametros cualitativos se llevo a cabo mediante tablas de
contingencia con los correspondientes test de Fisher o Chi-cuadrado. Los célculos y graficos se realizaron
usando los programas estadisticos GraphPad Instat v3.0 y GraphPad Prism® v6.0. En todos los analisis
estadisticos, se considerd significativo un p-valor < 0,05, con un maximo de probabilidad de error no
superior al 5%. Todos los tests estadisticos utilizados fueron bilaterales.

La informacién sobre el analisis de datos de la cuantificacion relativa sin marcaje de las proteinas
exosomales de suero y de sobrenadante de esputo, asi como el analisis funcional de las proteinas con
diferente abundancia, se proporciona en los apartados 5.7.4.3 y 5.7.4.4, respectivamente.

5.9.1. Curvas ROC (caracteristicas operativa del receptor, ROC; del inglés, Receiver Operating
Characteristic) y modelos de regresion logistica para examinar el potencial de los miARNs como
posibles biomarcadores

La creacion de curvas ROC y la construccion de modelos de regresion logistica se efectuaron con la
colaboracion del Dr. Ignacio Mahillo, Jefe de la Unidad de Bioestadistica y Epidemiologia del 11IS-FJD,
empleando el software R?74.

La curva ROC es una representacion grafica que usa el area bajo la curva (AUC; del inglés, Area Under
Curve) para determinar la eficacia discriminativa de un parametro o una variable de estudio entre dos
condiciones, como el asma eosinofilica y no eosinofilica. La AUC, que varia de 0 (sin discriminacion) a 1
(discriminacion 6ptima), se calcula utilizando las tasas de S (%) y E (1 - E; %). El punto de corte 6ptimo
es el valor que rinde mayor Sy E, identificado por el mayor indice J de Youden o estadistico J de Youden
(eninglés, Youden’s J index o Youden’'s J statistic), una medida estadistica que evalla el rendimiento de
una prueba de diagnéstico en forma dicotdmica. Este refleja la probabilidad de clasificar correctamente a
un individuo en su grupo al comparar dos condiciones. Se calcula como:

Verdaderos positivos (VP) Verdaderos negativos (VN)
Verdaderos positivos (VP) + falsos negativos (FN) Verdaderos negativos (VN) + falsos positivos (FP)

J=S+E-1=

En el analisis, se emplearon los perfiles de expresion (ACt) de los miARNs diferenciales para generar
curvas ROC con el fin de valorar la capacidad de estos miARNs como potenciales biomarcadores del
asma. La efectividad discriminativa del modelo se fundamenté en el AUC, siendo aceptable si AUC 20,7,
buena si AUC = 0,8, muy buena si AUC = 0,9 y perfecta si AUC = 1. El AUC se obtuvo a través de un
procedimiento de validacién cruzada conocido como validacion cruzada de k veces (en inglés, k-fold cross
validation).

Ademas, se llevaron a cabo modelos de regresion logistica incorporando varios predictores representados
por los perfiles de expresion (ACt) de los miARNs diferenciales. El objetivo fue constatar si la combinacion
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de estos perfiles permitia una mejor distincion entre diferentes condiciones patoldgicas que los miARNs
de forma individual (predictores univariantes). Los predictores se tuvieron en cuenta tanto en su
configuracion original como variables cuantitativas o continuas, asi como agrupados conforme a un punto
de corte, es decir, como variables cualitativas o categdricas. Los puntos de corte se establecieron usando
curvas ROC vy el indice J de Youden, sefialando la direccion de la asociacion con los simbolos < o >
delante de estos. Cada modelo de regresion logistica se resumié mediante el criterio de informacién de
Akaike o indice de Akaike (AIC; del inglés, Akaike's Information Criterion), el AUC, la Sy laE,y el test de
Hosmer-Lemeshow (HL).

Se opto por los modelos con un AIC mas bajo, indicativo de un mejor ajuste. El AUC se acompafié de un
IC al 95%. Se calcularon la S y la E para la probabilidad de pertenencia de los sujetos a grupos especificos,
utilizando 0,5 como punto de corte en la estimacion de la probabilidad. En este estudio, se consideraron
los grupos de pacientes con asma eosinofilica y con asma grave tratada con GCOs. Si el modelo asigna
al individuo una probabilidad superior al 0,5 para su inclusién en un grupo especifico, como pacientes con
asma eosinofilica, se clasifica en ese grupo; de lo contrario, se atribuye al otro grupo, o sea, el de
pacientes con asma no eosinofilica. Se buscé que el test de HL no fuera estadisticamente significativo
(p > 0,1), confirmando la concordancia entre las probabilidades estimadas y observadas, ratificando asi
la validez del modelo.
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6. RESULTADOS

Objetivo parcial 1. Buscar y validar un perfil diferencial de miARNs en suero de sujetos con asma
eosinofilica y no eosinofilica, con el fin de identificar y clasificar a los individuos en estos fenotipos.

6.1. Resultados logrados en el cumplimiento del objetivo parcial 1. Publicacion 1

6.1.1. Resumen del trabajo, contribucién personal de la doctoranda y presentacion de la
publicacién

Se identificaron, por miARNs-seq, 15 miARNs con expresién diferencial (p < 0,05) entre pacientes con
asma eosinofilica y no eosinofilica. De estos, 14 se sobreexpresaron y 1 se subexpresoé en los pacientes
con asma eosinofilica. El PCA realizado con los valores de expresion de estos miARNSs permitié una clara
diferenciacién entre los dos grupos. Mediante RT-qPCR, se validaron 2 miARNs de los 15 miARNs
analizados, hsa-miR-26a-1-3p y hsa-miR-376a-3p (p < 0,0001 y p < 0,05), observando un aumento en
sus niveles en los pacientes con asma eosinofilica. Se encontré una asociacién inversa entre los valores
de ACt de hsa-miR-26a-1-3p y el recuento de eosindfilos en sangre periférica (células/mm3) (p < 0,001),
asi como entre los valores de ACt de hsa-miR-376a-3p y los niveles de FeNO (ppb) (p < 0,05) y el nUmero
de exacerbaciones (p < 0,05).

Los analisis de las curvas ROC y los modelos de regresion logistica indicaron que hsa-miR-26a-1-3p,
individualmente o0 en combinacion con hsa-miR-376a-3p (AUC = 0,76, en los dos casos; p < 0,05), podria
ser un predictor aceptable para distinguir entre el asma eosinofilica y no eosinofilica. Ademas, el analisis
in silico sugirié la implicacién de estos 2 miARNs en vias esenciales en el asma (p < 0,05), como la
interaccion MEC-receptor y la via de sefializacién de p53, asi como en otras enfermedades pulmonares,
como el cancer de pulmdén no microcitico.

Entre pacientes con asma alérgica/atépica y no alérgica/atopica no se detectaron miARNs expresados
diferencialmente.

Es importante sefialar que al comparar pacientes con asma eosinofilica y no eosinofilica, ademas de la
diferencia en el recuento de eosindfilos en sangre periférica (p < 0,0001), se percibié una diferencia en
los niveles de FeNO (p < 0,0001), siendo mas elevados en los pacientes con asma eosinofilica.

Resumiendo, se demostr6 que 2 mMiIARNs, hsa-miR-26a-1-3p y hsa-miR-376a-3p, se expresan
diferencialmente entre pacientes con asma eosinofilica y no eosinofilica, y pueden servir como
biomarcadores para discriminar estos dos fenotipos del asma.

Como doctoranda y primera autora de este estudio, participé en todas las etapas de la investigacion,
desde el disefio experimental y la ejecucion de los experimentos hasta el andlisis estadistico, la curacién
de los datos y la interpretacion de los resultados. Ademas, trabajé en la escritura del manuscrito original
y, en colaboracién con los coautores, en la revision del primer borrador. Esta experiencia como autora
principal me brind6 una valiosa oportunidad para el desarrollo de habilidades esenciales en la
investigacion cientifica, participando en la concepcion y la realizacién de los experimentos, asi como en
el andlisis y la comprensién de los resultados.
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M Abstract

Background: Asthma is a chronic inflammatory condition of the airways with a complex pathophysiology. Stratification of asthma subtypes
into phenotypes and endotypes should move the field forward, making treatment more effective and personalized. Eosinophils are the key
inflammatory cells involved in severe eosinophilic asthma. Given the health threat posed by eosinophilic asthma, there is a need for reliable
biomarkers to identify affected patients and treat them properly with novel biologics. microRNAs (miRNAs) are a promising diagnostic tool.
Objective: The aim of this study was to identify serum miRNAs that can phenotype asthma patients.

Methods: Serum miRNAs of patients with eosinophilic asthma (N=40) and patients with noneosinophilic asthma (N=36) were evaluated
using next-generation sequencing, specifically miRNAs-seq, and selected miRNAs were validated using RT-qPCR. Pathway enrichment
analysis of deregulated miRNAs was performed.

Results: Next-generation sequencing revealed 15 miRNAs that were expressed differentially between eosinophilic and noneosinophilic
asthma patients, although no differences were observed in the miRNome between atopic and nonatopic asthma patients. Of the 15
miRNAs expressed differentially between eosinophilic and noneosinophilic asthma patients, hsa-miR-26a-1-3p and hsa-miR-376a-3p
were validated by RT-qPCR. Expression levels of these 2 miRNAs were higher in eosinophilic than in noneosinophilic asthma patients.
Furthermore, expression values of hsa-miR-26a-1-3p correlated inversely with peripheral blood eosinophil count, and hsa-miR-376a-3p
expression values correlated with FeNO values and the number of exacerbations. Additionally, in silico pathway enrichment analysis revealed
that these 2 miRNAs regulate signaling pathways associated with the pathogenesis of asthma.

Conclusion: hsa-miR-26a-1-3p and hsa-miR-376a-3p could be used to differentiate between eosinophilic and noneosinophilic asthma.

Key words: Asthma patients. Eosinophilic asthma. microRNA-seq. Phenotypes/endotypes. Serum microRNASs.

M Resumen

Antecedentes: El asma es una enfermedad inflamatoria cronica de las vias respiratorias con una fisiopatologia compleja. La estratificacion
de los subtipos de asma en fenotipos y en endotipos deberia hacer avanzar el campo, haciendo que el tratamiento sea més eficaz y
personalizado. Los eosindfilos son las células inflamatorias clave implicadas en el asma eosinofilica grave. Debido a la amenaza para
la salud que representa el asma eosinofilica, existe la necesidad de biomarcadores confiables para identificar a los pacientes y tratarlos
adecuadamente con nuevos biolégicos. Una herramienta prometedora para el diagnostico son los microARNs (miARNS).

Objetivo: El objetivo de este estudio fue encontrar miRNAs séricos que puedan fenotipar a los pacientes asmaticos.

Meétodos: Los miARNs séricos de individuos asmaticos eosinofilicos (N=40) y no eosinofilicos (N=36) fueron evaluados mediante
secuenciacion de proxima generacion (NGS), especificamente miARN-seq, y los miARNs seleccionados fueron validados por RT-gPCR. Se
realizé un andlisis de enriquecimiento de rutas de miARNs desregulados.

Resultados: El analisis NGS reveld 15 miARNs expresados diferencialmente entre pacientes asmaticos eosinofilicos y no eosinofilicos,
mientras que no mostré diferencias en el miRNoma entre individuos asméticos atopicos y no atdpicos. De los 15 miARNs expresados
diferencialmente entre asméticos eosinofilicos y no eosinofilicos, hsa-miR-26a-1-3p y hsa-miR-376a-3p fueron validados por RT-gPCR.
Los niveles de expresion de estos dos miARNs fueron mas altos en los asmaticos eosinofilicos que en los no eosinofilicos. Ademas, los
valores de expresion de hsa-miR-26a-1-3p correlacionaron inversamente con el recuento de eosindfilos en sangre periférica y los valores
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de expresién de hsa-miR-376a-3p con los valores de FeNO y el nimero de exacerbaciones. Ademas, el analisis de enriquecimiento de la
via in silico reveld que estos dos miARNs regulan vias de sefializacion relacionadas con la patogénesis del asma.
Conclusion: Hsa-miR-26a-1-3p y hsa-miR-376a-3p podrian usarse para distinguir pacientes asmaticos eosinofilicos y no eosinofilicos.

Palabras clave: Pacientes asmaticos. Asma eosinofilico. microARN-seq. Fenotipos/endotipos. microARNs séricos.

Introduction

Asthma is a prevalent chronic inflammatory disease of
the airways with major public health consequences [1] in
which the clinical and pathological characteristics are highly
heterogeneous and diverse, thus complicating control. As
a result, there is substantial room for improvement in the
diagnostic and therapeutic tools used [2]. Asthma encompasses
numerous disease variants [3], and phenotyping and endotyping
of asthma can facilitate response to treatment, pinpoint the
pathogenic mechanisms involved, and anticipate risks. Based
on the predominant inflammatory cell, asthma phenotypes are
as follows: eosinophilic, neutrophilic, mixed granulocytic,
and paucigranulocytic. Taking an endotype-based approach,
asthma is divided into type 2 asthma, non—type 2 asthma, and
mixed complex endotypes [4]. Eosinophils emerged as the
hallmark of eosinophilic asthma, which mainly involves T2,
but also type 2 innate lymphoid cells [5].

microRNAs (miRNAs) are small, single-stranded,
noncoding RNAs that are 21 to 25 nucleotides in length [6]
and control gene expression by targeting specific mRNAs for
degradation or translational repression. They are involved in
multiple biological processes and simultaneously regulate
various pathological processes [7]. Serum miRNAs are very
stable and resistant to blood RNases. Some are differentially
expressed in arange of diseases [8] and function as noninvasive,
sensitive, and specific biomarkers [9].

The aim of this study was to determine whether miRNAs
could serve as biomarkers to classify asthma patients into
distinct phenotypes and endotypes using next-generation
sequencing (NGS) and thus facilitate the choice of treatment.

Methods

Selection of Patients

Patients diagnosed with asthma were recruited from the allergy
and pulmonology units of Fundacion Jiménez Diaz Hospital
(FIDH), Complejo Hospitalario de Navarra (CHN), and La Paz
Hospital (LPH). Eighteen patients were selected for microRNA-
sequencing (miRNA-seq) and distributed into 4 different
groups: atopic asthma, nonatopic asthma, eosinophilic asthma,
and noneosinophilic asthma. miRNAs were validated using
semiquantitative real-time polymerase chain reaction (QPCR) in
67 additional patients, ie, 36 with eosinophilic asthma and 31 with
noneosinophilic asthma. Descriptive data for the demographic,
inflammatory, functional, and clinical characteristics of the study
participants were compiled.

All patients (N=85) took part in the MEGA project, which
is based on a cohort of asthma patients of varying grades
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of severity [10]. The inclusion criteria were as follows:
(1) agreement to participate, with signed informed consent;
(2) diagnosis of asthma following the 2019 GINA criteria [11];
(3) age between 18 and 75 years. The definitions of atopic
and nonatopic disease were established based on a positive or
negative prick test and/or specific IgE to at least 1 allergen.
Asthma was classified as eosinophilic or noneosinophilic
according to the peripheral blood eosinophil count (=500/uL
and <150/uL, respectively).

The study was conducted in accordance with the
Declaration of Helsinki, and the protocol was approved by
the local ethics committees.

Sample Collection

Serum was obtained by blood clotting in anticoagulant-
free tubes, centrifuged at 3000 rpm for 10 minutes at 4°C, and
stored at —80°C until use.

Isolation of miRNA

RNA (including miRNAs) was obtained from 200 pL
of serum using the miRNeasy Serum/Plasma Advanced Kit
(Qiagen) according to the manufacturer’s instructions. Three
synthetic miRNA spike-ins (2, 4, and 5) were added to calibrate
optimal RNA extraction (miRCURY LNA RNA Spike-in kit,
Qiagen). The RNA enriched in miRNAs was eluted with 20 pL
of RNase-free water.

miRNA-seq: Library Preparation and Sequencing

miRNA-enriched RNA isolated from the serum samples
of 18 asthma patients was used for miRNA-seq.

Small RNA samples were converted to Illumina sequencing
libraries using the NEXTFLEX Small RNA-Seq Kit v3 (Bioo
Scientific Corporation), strictly adhering to the manufacturer’s
user guide. The size profile of the individual libraries was
quantified using D1000 DNA High Sensitivity Screen Tape
on a 4200 TapeStation System (both Agilent). Quantified
libraries were sequenced on an [llumina MiniSeq 550 platform
(Illumina) using a MiniSeq 500/550 75-cycle High Output Kit.

Bioinformatics Analysis of miRNA

Quality control, preprocessing, and statistical analysis of
small RNA-seq data were carried out by the Bioinformatics
Unit of IIS-Fundacién Jiménez Diaz.

Adaptors were removed, and raw reads were trimmed
using Cutadapt [12] by following the NEXTflex small RNA
instructions. Adaptor-trimmed reads between 17 and 25 nt
were retained and aligned to the reference genome (GRCh38
assembly) using Bowtie2 as an aligner [13]. Known miRNAs
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were mapped with HTSeq-count2 [14] using mature miRNA
annotation retrieved from the miRBase database (miRBase
v22). Raw miRNA counts across samples were normalized
by sequencing depth and RNA composition using the TMM
function of the NOISeq Bioconductor R package [15].
Subsequent principal component analysis based on normalized
and scaled values was applied using the prcomp R function
from the R package [16]. Normalized expression levels across
groups were compared following 2 alternative methods for
testing differential expression in sequencing data: NOISeq [15]
and DESeq?2 [17]. Fold change and adjusted P values by false
discovery rate were calculated and used to identify significant
differentially expressed miRNAs.

miRNAs were considered biologically relevant if they were
differentially expressed (adjusted P<.05) and presented a log2
fold change >1.5 between groups.

miRNA-seq Validation of Differentially Expressed
miRNAs by RT-qPCR

For the validation of results obtained by NGS, serum miRNAs
from 36 patients with eosinophilic asthma and 31 patients with
noneosinophilic asthma were retrotranscribed to cDNA using
the miRCURY LNA RT Kit (Qiagen), as described by the
manufacturer. Briefly, 4 pL of total RNA was mixed with reverse
transcription enzyme and with the synthetic miRNAs SP6 and cel-
miR-39-3p, which were used to ensure correct retrotranscription to
cDNA. The final volume was 10 puL. The reaction was performed
in a Veriti 96 well Thermal Cycler (Applied Biosystems)
for 60 minutes at 42°C, then 5 minutes at 95°C, and indefinitely
at 4°C; cDNA was stored at —20°C until use.

Subsequently, miRNA expression was evaluated using
gPCR (miRCURY LNA SYBR Green PCR Kit, Qiagen)
according to the manufacturer’s protocol. Based on the
miRNA-seq results, the probes were used were as follows:
hsa-miR-206, hsa-miR-32-5p, hsa-miR-6511a-3p, hsa-miR-
202-5p, hsa-miR-26a-1-3p, hsa-miR-200a-3p, hsa-miR-941,
hsa-miR-195-5p, hsa-miR-376a-3p, hsa-miR-210-3p, and
hsa-miR-450a-5p (Qiagen). Additionally, hsa-miR-103a-3p,
hsa-miR-191-5p, SP6, and cel-miR-39-3p were selected as
endogenous controls, and hsa-miR-23a-3p and hsa-miR-451a
were used as hemolysis controls (Qiagen). All samples were
run in triplicate, and reactions were generated in a Light Cycler
96 thermocycler (Roche). Cycle threshold (Ct) values were
analyzed using LightCycler 96 SW 1.1 (Roche).

The values of the RT-qPCR analysis were normalized to the
endogenous miRNA controls using the 2 method [18], where
ACt = Ctirna — ACt (X Clisgmir-1030-5p T Clisa-mir-191-5p)- hsa-miR-
103a-3p and hsa-miR-191-5p, which are known to be stably
expressed in whole serum (normal and asthmatic patients), were
used as internal controls, as no significant differences in expression
were observed between the 2 groups, that is, eosinophilic and
noneosinophilic asthma patients. Relative quantification of
differences in expression (RQ = 222%; where AACt = ACteosinophitics
— ACltyon-cosinophitics) Was carried out using the AACt method [18].

In Silico Pathway Enrichment Analysis

Pathway enrichment analysis of dysregulated miRNAs was
performed using the DIANA-miRPath v3.0 bioinformatic tool [19].

© 2022 Esmon Publicidad

Statistical Analysis

The statistical analysis was performed using GraphPad
Prism v6.0 (GraphPad Software Inc).

Results are expressed as median and interquartile range
(IQR). Normality was analyzed using the Shapiro-Wilk test.
For continuous variables, parametric data were compared
between nonpaired groups using an unpaired ¢ test (compared
groups have equal SD values) and the Welch 7 test (assumption
that the population may have different SD values), and
nonparametric and nonpaired groups were compared using
the Mann-Whitney test.

The Spearman correlation (nonparametric data) or Pearson
correlation (parametric data) was applied for comparisons
between miRNA expression levels (ACt) and some clinical
parameters (quantitative variables). The Fisher exact test
was performed on a 2x2 contingency table to test the null
hypothesis of independence of the 2 groups and some clinical
characteristics (qualitative variables).

The expression profile (ACt) of each differentially
expressed miRNA was used to create receiver operator
characteristic (ROC) curves. Logistic regression models were
developed for diagnosis.

Statistical significance was set at P<.05.

Results
Clinical Parameters of the Study Patients

Descriptive data for demographic, inflammatory,
functional, and clinical characteristics of 85 study patients
are summarized in Supplementary Table 1S. The patients
were distributed into 4 groups: 40 with eosinophilic asthma,
36 with noneosinophilic asthma, 5 with atopic asthma, and 4
with nonatopic asthma.

The groups were homogeneous in terms of demographic
characteristics (ie, age, sex, body mass index [BMI], and
smoking habit), with no significant differences. Women
were predominant in all 4 groups (67.5%, 66.7%, 80%,
and 75%, respectively). Patients from all the groups
presented overweight (BMI>25), except in the atopic group
(BMI=22.1). Smoking habit was similar across all the groups
(P>.05). As expected, the peripheral blood count differed
significantly between eosinophilic and noneosinophilic
asthma patients (700 vs 100/uL, P<.0001). Regarding other
inflammatory parameters, such as sputum eosinophils, atopy,
and IgE levels, we did not observe significant differences,
although sputum eosinophils (2.3% and 1%) and IgE
levels (209 and 124 IU) were higher in eosinophilic than
in noneosinophilic asthma patients, in contrast to atopic
patients (60% and 77.8%), where values were slightly higher
in noneosinophilic individuals.

Patients with eosinophilic asthma had significantly higher
FeNO values than noneosinophilic asthma patients (50 vs
19 ppb, P<.0001). Moreover, higher values were recorded
in patients with eosinophilic asthma for exacerbations in the
previous year (22 vs 14) and severe or moderate asthma (22
vs 11 and 9 vs 5, respectively), although the difference was not
statistically significant (Supplementary Table 1S). Similarly,
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no significant differences were observed for the Asthma
Control Test scores or other clinical traits, such as treatment
with inhaled corticosteroids (ICS) and long-acting 3-agonists
(LABAS) (Supplementary Table 1S).

Finally, when the atopic and nonatopic asthma groups
were compared, significant differences were observed only
for atopy (P<.01).

miRNA-seq: Differential Expression of miRNAs

Analysis of data obtained by NGS (miRNA-seq) revealed
15 differentially expressed miRNAs between patients with
eosinophilic asthma and patients with noneosinophilic asthma
(adjusted P<.05). Of these 15 miRNAs, 14 were upregulated
and 1 was downregulated in patients with eosinophilic asthma.
Moreover, both groups were clearly differentiated when
principal component analysis was performed using miRNA
expression values (Supplementary Figure 1S).

In a different population selected based on atopy, the
analysis of miRNA-seq data did not show differentially
expressed miRNAs between atopic and nonatopic patients
(data not shown).

Validation by RT-qPCR of Differentially Expressed
miRNAs Identified Using miRNA-seq: Eosinophilic
and Noneosinophilic Asthma

After miRNA-seq, we validated miRNAs using RT-qPCR.
Of the 15 miRNAs expressed differentially by miRNA-seq
between eosinophilic and noneosinophilic asthma patients,
14 were checked (1 was not available). We found a significant
increase in hsa-miR-26a-1-3p and hsa-miR-376a-3p expression
levels in patients with eosinophilia (Figure 1A and B).
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Figure 1. Serum miRNA deregulation in eosinophilic and noneosinophilic
asthmatic patients A, Patients with eosinophilic asthma had higher
expression levels of hsa-miR-26a-1-3p and hsa-miR-376a-3p than
noneosinophilic asthma patients. B, ****, P<.0001; *, P<.05.
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hsa-miR-6513, hsa-miR-1185-1, and hsa-miR-6503 were
not detected, and no significant differences were observed for
the remaining miRNAs evaluated (Figure 1A).

These results confirm that serum hsa-miR-26a-1-3p
and hsa-miR-376a-3p are differentially expressed between
eosinophilic and noneosinophilic asthma patients, suggesting
that they could serve as diagnostic biomarkers.

Correlation of miRNAs With Clinical Characteristics

In order to establish an association between the expression
levels of these miRNAs (ACt) and clinical parameters, we
performed a correlation analysis depending on whether the
variables were quantitative or qualitative. The laboratory
data and clinical parameters were as follows: severe asthma,
peripheral blood eosinophil count, sputum eosinophil
percentage, atopy, total IgE, FEV,/FVC percentage,
FeNO, exacerbations during the previous year, number of
exacerbations during the previous year, ICS and LABAs, and
the Asthma Control Test result.

Given that higher ACt values imply lower miRNA
expression levels, we emphasize that ACt values of hsa-
miR-26a-1-3p were inversely correlated with the peripheral
blood eosinophil count (Spearman r=0.5736; P<.001) in all
patients (eosinophilic and noneosinophilic; Figure 2A), that
is, the peripheral blood eosinophil count increased with the
hsa-miR-26a-1-3p expression level. Furthermore, a negative
correlation was observed between ACt values of hsa-miR-
376a-3p and FeNO levels (Spearman r=0.2594; P<.05) in both
groups together (Figure 2B) and the number of exacerbations
in the previous year (Spearman r=0.3391; P<.05) among
eosinophilic asthma patients (Figure 2C) and in the total
population (Spearman r=—0.2592; P<.05).

Differentially Expressed miRNAs: ROC Curves and
Logistic Regression Models

ROC curves were generated and the area under the curve
(AUC) was calculated. The AUC values for hsa-miR-26a-1-
3p and hsa-miR-376a-3p were 0.76 and 0.68, respectively;
therefore, only hsa-miR-26a-1-3p was acceptable as a
univariate predictor (Figure 3).

Multivariate logistic regression models were constructed to
better differentiate between eosinophilic and noneosinophilic
asthma. These were based on the values in their original
form (continuous predictors) and on the cut-off values of
hsa-miR-26a-1-3p and hsa-miR-376a-3p expression defined
by the Youden index as explanatory variables (categorical
predictors) (Figure 3). Furthermore, the model combining
hsa-miR-26a-3p and hsa-miR-376a-3p, which was created
using the original values, yielded an AUC of 0.76, with
a sensitivity of 0.79 and a specificity of 0.45 (Figure 3).
The model based on categorical predictors combining both
miRNAs, which was created using the cut-off values for
miRNA expression, yielded an AUC of 0.79, with a sensitivity
0f 0.84 and a specificity of 0.91 (data not shown). However,
despite the favorable AUC, sensitivity, and specificity of the
latter model, it would not be acceptable owing to a value
<0.1 in the Hosmer-Lemeshow test, which was used to assess
calibration of the model.

© 2022 Esmon Publicidad
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According to these results, the hsa-miR-26a-1-3p
univariate predictor model seems to be the best for
discriminating between eosinophilic and noneosinophilic
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values of hsa-miR-26a-1-3p and peripheral blood eosinophil count. A, ACt values of hsa-miR-376a-3p also were inversely correlated with FeNO values
in both groups together (B) and the number of exacerbations in eosinophilic asthmatics (C).

Continuous miRNAs

1
0.8
z 0.6
= '
é b eat
wv 04_.
0.24__
04 T T T T
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

1 - Specifity

miRNAs in the logistic model

===- 26a-1-3p
==== 376a-3p
= 26a-1-3p + 376a-3p

AUC (95%Cl)

0.76 (0.57-0.95)
0.68 (0.48-0.89)
0.76 (0.56-0.95)

Figure 3. Receiver operator characteristic curves of differentially expressed miRNAs and multivariate logistic regression models created.
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Signaling Pathways Involving Dysrequlated miRNAs

An in silico analysis was carried out with the 2 differently
expressed miRNAs to determine their involvement in
biological processes.

As Supplementary Figure 2S shows, hsa-miR-26a-1-
3p and hsa-miR-376a-3p are involved in the regulation of
several crucial pathways: extracellular matrix (ECM)-receptor
interaction, non—small cell lung cancer, and the p53 signaling
pathway. hsa-miR-26a-1-3p modulates the non—small cell
lung cancer and p53 signaling pathways, and hsa-miR-376a-
3p modulates the ECM-receptor interaction. While the p53
and non—small cell lung cancer signaling pathways are more
involved in the inflammatory response, the ECM-receptor
interaction plays a major role in airway remodeling. Therefore,
we can infer that the signaling pathways regulated by these
miRNAs play a role in the pathogenesis of asthma.

Discussion

Ours is the first report to show altered expression of serum
hsa-miR-26a-1-3p and hsa-miR-376a-3p in eosinophilic and
noneosinophilic asthma patients. This profile could be used as a
phenotypic biomarker to classify asthma patients into 2 groups
in order to choose the appropriate treatment for each individual.

Asthma is a heterogeneous disease with varying
severity [20]. Therefore, the identification of biomarkers to
recognize endotypes and guide therapy has recently become
a priority [21]. These biomarkers include sputum eosinophil
percentage, peripheral blood eosinophil count, FeNO, and
serum IgE levels [22], with eosinophil count in induced sputum
proving to be the most sensitive for phenotyping patients with
severe eosinophilic asthma [23]. Blood eosinophil counts are a
potential surrogate biomarker of eosinophilic inflammation in
asthma [24], although this relationship may differ according to
the population and study. In fact, a systematic review and meta-
analysis revealed that FeNO, blood eosinophils, and serum IgE
have moderate diagnostic accuracy, suggesting the need for
new techniques to improve this accuracy [25]. Furthermore,
there is no consensus regarding eosinophil cut-off levels. The
cut-off used in clinical trials to define high blood eosinophil
counts ranges between 150 and 300/mL [26], and a blood
eosinophil count of 0.22-0.27x10°/L differentiates between
eosinophilic and noneosinophilic asthma with 78%-86%
sensitivity [27]. In our study, the cut-off point for eosinophilia
was 0.5x10°L or higher.

More useful biomarkers must be found to classify asthma
patients into different phenotypes and endotypes. In this sense,
NGS is a powerful technique that can analyze the whole genome
profile, including mRNA and small RNA expression [28]. To
date, this high-throughput profiling technology has revealed
critical miRNAs in diseases such as asthma and has proven
feasible because it can sequence and detect low-frequency
variants [29,30]. Furthermore, in this study, we obtained higher
AUC values than those shown by Hastie et al [31], who found
that blood eosinophils lack sufficient accuracy for predicting
sputum eosinophils in asthma.

This study is the first to reveal a specific profile for
2 miRNAs that could serve to differentiate between
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eosinophilic and noneosinophilic asthma. Dysregulation
of hsa-miR-26a-1-3p and hsa-miR-376a-3p has previously
been associated with various aspects of the pathogenesis
of asthma and other respiratory diseases [32-34]. hsa-miR-
26a-1-3p and hsa-miR-376a-3p could be relevant miRNAs
with a phenotypic role in the identification of eosinophilic
and noneosinophilic asthma patients, since they were
significantly correlated with several clinical parameters.
Thus, hsa-miR-26a-1-3p was associated with eosinophil
counts and hsa-miR-376a-3p seems to be associated with
FeNO values and the number of exacerbations in the
previous year. When hsa-miR-376a-3p expression levels
were high, the number of exacerbations increased in patients
with eosinophilic asthma. It has been shown that blood
eosinophil counts and other clinical variables can predict
frequent asthma exacerbations and that an increased blood
eosinophil count (>400/uL) indicates a greater likelihood
of having 2 or more exacerbations per year [35].

Regarding the downstream effects, we found in silico
that hsa-miR-26a-1-3p modulates 2 statistically significant
pathways that are implicated mainly in inflammation and that
hsa-miR-376a-3p significantly altered the ECM-receptor
interaction signaling pathway. It is very interesting that the
pathways regulated by these miRNAs play a key role in
the development of airway inflammation and remodeling
of asthma [36]. Asthma-associated airway inflammation is
thought to be caused by eosinophilic inflammation, which
is favored by airway epithelial barrier involvement and
induced by the excessive release of Ty2 cytokines [37]. The
deregulation of some miRNAs in noneosinophilic asthma
could indicate less involvement of the pathways they regulate
and more appropriate expression of the target genes, thus
enabling better asthma control. However, the specific role of
these miRNAs in distinguishing the phenotypes needs to be
further studied.

Finally, in contrast with Bélanger et al [38], we found
no differences in the expression of miRNAs between atopic
and nonatopic asthma patients. This discrepancy in the
results can be due to differences in patient selection: in
the study by Bélanger et al, patients were selected from
a family cohort and, most importantly, the miRNAs were
obtained from purified eosinophils. Since no differentially
expressed miRNAs were observed in atopic and nonatopic
patients, we evaluated the possible statistical differences
between the presence and absence of atopy in eosinophilic
and noneosinophilic asthma and did not find statistically
significant differences (Supplementary Table 1S). Moreover,
the ACt values of the differentially expressed miRNAs
obtained by validation did not correlate with the presence of
atopic and nonatopic asthma. Therefore, in addition to the
lack of miRNAs expressed differentially between atopic and
nonatopic patients, the presence or absence of atopic asthma
is not related to the presence or absence of eosinophilic
asthma.

In summary, we describe significant differences in the
expression of 2 miRNAs, hsa-miR-26a-1-3p and hsa-miR-
376a-3p, which could be used as biomarkers to phenotype
eosinophilic and noneosinophilic asthma patients in order to
facilitate the choice of treatment.

© 2022 Esmon Publicidad
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

Figure 1S
Principal Component Analysis (PCA) of eosinophilic and non-eosinophilic asthmatic patients
mMiRNA profiles.
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Figure 2S
Signaling pathways in which miRNAs hsa-miR-26a-1-3p and hsa-miR-376a-3p are implicated.
**** p<0.0001; *, p<0.05.
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Resultados

Objetivo parcial 2. Investigar la relacién entre los miARNSs séricos diferenciales obtenidos y la expresién
de genes diana en tejido pulmonar de sujetos con y sin diagnostico de asma, asi como las proteinas diana
en suero de sujetos con asma, tanto eosinofilica como no eosinofilica.

6.2. Resultados alcanzados en la consecucion del objetivo parcial 2. Publicacién 2

6.2.1. Resumen del trabajo, contribucién personal de la doctoranda y presentacion de la
publicacién

El andlisis por RT-gPCR demostrd una expresion diferencial de hsa-miR-26a-1-3p y de hsa-miR-376a-3p
(p <0,01yp<0,001), ademas de en suero, en biopsias pulmonares entre sujetos con y sin diagnéstico
de asma, con sobreexpresién en los individuos con diagnéstico confirmado de asma. El andlisis in silico
indico la participacion de estos 2 miARNSs en vias cruciales en la enfermedad asmatica (p < 0,05), como
la interaccién MEC-receptor y la via de sefializacion de p53, asi como en otras patologias pulmonares,
como el cancer de pulmén no microcitico. En cuanto a la expresién génica, solo se observaron diferencias
en el gen IGFBP3 (p < 0,01), diana de hsa-miR-26a-1-3p, entre sujetos con asma y aquellos sin
diagnostico de asma, sobreexpresado en los individuos asmaticos. Ademas, se establecié una correlacion
directa entre los valores ACt de hsa-miR-26a-1-3p y de IGFBP3 (p < 0,05).

Al comparar la expresion sérica de hsa-miR-26a-1-3p y de hsa-miR-376a-3p entre pacientes con asma
obesos y no obesos, se vio una tendencia no significativa (NS; p > 0,05) al aumento de
hsa-miR-26a-1-3p en los pacientes con asma obesos y una mayor expresion de hsa-miR-376a-3p en los
pacientes con asma no obesos (p = 0,07). Asimismo, se encontraron diferencias en las concentraciones
en suero de las proteinas extracelulares IGFBP-3 e IGF-1R (p < 0,01 y p < 0,05) entre pacientes asmaticos
cony sin obesidad, siendo IGFBP-3 mas elevada en los pacientes con asma no obesos e IGF-1R superior
en los pacientes con asma obesos.

Al clasificar a los pacientes en subgrupos segun la presencia o no de asma eosinofilica, y considerando
también la obesidad como comorbilidad del asma, se evidenciaron diferencias en la expresion de
hsa-miR-26a-1-3p y de hsa-miR-376a-3p (p < 0,05), asi como en la concentraciéon de las proteinas
IGFBP-3 e IGF-1R (p < 0,05). La abundancia de IGFBP-3 fue mayor en los pacientes con asma ho obesos,
mientras que la de IGF-1R se increment6 en los pacientes con asma obesos, especialmente aquellos con
asma eosinofilica. Ademas, se detecté una sobreexpresion de hsa-miR-26a-1-3p y de hsa-miR-376a-3p
en los pacientes con asma eosinofilica, tanto obesos como no obesos, en comparacién con los no
eosinofilicos. La expresiéon de hsa-miR-26a-1-3p fue mas elevada en los pacientes con asma obesos v,
en contraste, la expresion de hsa-miR-376a-3p fue superior en los pacientes con asma no obesos.

En referencia a la correlacidn con las variables clinicas, se hallé una asociacién negativa entre los valores
de concentracién de IGFBP-3 y el indice de masa corporal (IMC; kilogramos [Kg]/metro [m]?) (p < 0,01) v,
a su vez, una relacion directa entre los valores de 22¢t de hsa-miR-26a-1-3p y el IMC (p < 0,0001).
Igualmente, basdndonos en los resultados derivados de los andlisis de las curvas ROC, se demostro que
hsa-miR-26a-1-3p y hsa-miR-376a-3p podrian ser predictores univariantes muy bueno y aceptable
(p < 0,05), respectivamente, para distinguir entre pacientes con asma eosinofilica y no eosinofilica,
particularmente en el contexto de la comorbilidad médica de la obesidad.
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Resultados

En la comparativa entre los grupos de sujetos con y sin diagnostico de asma (muestras de biopsia
pulmonar), se identificé una diferencia en la edad (p < 0,05), siendo mas alta en individuos no
diagnosticados de asma. Asimismo, se revelaron disparidades notables entre pacientes asmaticos obesos
y no obesos (muestras de suero) en el porcentaje de volumen espiratorio forzado en el primer segundo
(FEV4; del inglés, Forced Expiratory Volume in the first second)/capacidad vital forzada (FVC; del inglés,
Forced Vital Capacity) (p < 0,05) y en la gravedad del asma (asma grave y moderada) (p < 0,05). Excepto
en el porcentaje de pacientes con asma grave, los valores fueron mayores en los pacientes con asma
obesos. Al separar a los pacientes asmaticos eosinofilicos y no eosinofilicos en obesos y en no obesos
(muestras de suero), se vieron variaciones considerables (igual que en el IMC y en el porcentaje de sujetos
obesos) (p < 0,0001) en los niveles de FeNO (ppb) (p < 0,0001) y en el porcentaje de individuos con asma
grave (p < 0,05), con valores superiores en pacientes con asma eosinofilica no obesos.

En conclusién, hsa-miR-26a-1-3p y hsa-miR-376a-3p podrian ser utilizados como biomarcadores de la
afecciobn asmatica, mostrando un potencial significativo para discriminar entre pacientes con asma
eosinofilica y no eosindfilica, especificamente cuando se tiene en cuenta la presencia concomitante de la
obesidad como condicion clinica.

Como investigadora predoctoral y autora principal de este trabajo, me involucré en todas las fases de la
investigacion. Esto incluyo la concepcion del disefio experimental, la realizacion de los experimentos, el
analisis estadistico, la depuracion y el refinamiento de los datos, y la interpretacién de los resultados.
Ademas, me encargué de la redaccion del manuscrito original y, junto a los coautores, de las
modificaciones subsiguientes. La vivencia como primera autora me proporciond una ocasion destacada
para adquirir destrezas cruciales en la indagacion cientifica, abarcando desde el disefio y la ejecucion los
experimentos hasta el andlisis y el entendimiento de los resultados.
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Abstract: Clarifying inflammatory processes and categorising asthma into phenotypes and endotypes
improves asthma management. Obesity worsens severe asthma and reduces quality of life, although
its specific molecular impact remains unclear. We previously demonstrated that hsa-miR-26a-1-3p
and hsa-miR-376a-3p, biomarkers related to an inflammatory profile, discriminate eosinophilic from
non-eosinophilic asthmatics. We aimed to study hsa-miR-26a-1-3p, hsa-miR-376a-3p, and their target
genes in asthmatic subjects with or without obesity to find biomarkers and comprehend obese asthma
mechanisms. Lung tissue samples were obtained from asthmatic patients (n = 16) and healthy subjects
(n =20). We measured miRNA expression using RT-qPCR and protein levels (IGF axis) by ELISA in
confirmation samples from eosinophilic (n = 38) and non-eosinophilic (n = 39) obese (n = 26) and
non-obese (n = 51) asthma patients. Asthmatic lungs showed higher hsa-miR-26a-1-3p and hsa-miR-
376a-3p expression than healthy lungs. A study of seven genes regulated by these miRNAs revealed
differential expression of IGFBP3 between asthma patients and healthy individuals. In obese asthma
patients, we found higher hsa-miR-26a-1-3p and IGF-1R values and lower values for hsa-miR-376a-3p
and IGFBP-3. Hsa-miR-26a-1-3p and IGFBP-3 were directly and inversely correlated with body
mass index, respectively. Hsa-miR-26a-1-3p and hsa-miR-376a-3p could be used as biomarkers to
phenotype patients with eosinophilic and non-eosinophilic asthma in relation to comorbid obesity.

Keywords: asthma phenotypes/endotypes; eosinophilic asthma; obese asthma; serum microRNAs;
biomarkers; IGF axis

1. Introduction

Asthma is a heterogeneous disease of the airways characterised by chronic airway
inflammation leading to respiratory symptoms [1]. Asthma comprises an array of phe-
notypes driven by different mechanistic pathways, known as endotypes [2]. The asthma
subtype most commonly associated with the T2 inflammatory profile (T2-high asthma) is
severe eosinophilic asthma, in which patients experience recurrent exacerbations despite
high doses of inhaled corticosteroids or even occasional oral corticosteroids [3].
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Asthma is frequently accompanied by a variety of comorbidities that influence the
severity of the disease. These are associated with a clinically significant reduction in
quality of life (QoL) and exacerbate the rate of morbidity and the economic burden of
the disease [4]. These comorbidities have been categorised based on the involvement of
respiratory and/or extra-respiratory domains [5]. Obesity is a major public health concern
as well as an extra-respiratory risk factor for both asthma incidence and prevalence. The
relationship between obesity and asthma is the result of a complex interplay between
biological, physiological, and environmental factors [6]. Nowadays, with the continuous
rise in obesity, particularly among children, the obese asthma phenotype is attracting great
interest [7]. Both T2 and non-T2 inflammation can be encountered in asthma patients with
obesity [8]. Obese asthmatic patients are primarily associated with a non-eosinophilic
phenotype and are characterised by a state of low-grade systemic inflammation marked
by the activation of M1 macrophages and CD8* T cells and an increase in inflammatory
indicators such as Toll-like receptor 4 (TLR4), interleukin (IL)-1b, IL-6 and IL-17, interferon
(IEN)-y, tumour necrosis factor (TNF)-«, leptin, and resistin. Asthma, which is often
severe in patients who are obese, may be somewhat resistant to current treatment options,
including corticosteroids, thus limiting possible therapeutic approaches and complicating
efforts to control the disease [8-10].

It is unclear which pathophysiological mechanisms underlie the development of
obesity as a comorbidity and enhancer of asthma severity and how these mechanisms
are related, and further research on the endophenotype of obese patients with severe
eosinophilic asthma is needed [10]. Biomarkers are highly useful for phenotyping and
endotyping asthma, as they allow for personalised therapies to be offered to patients [11].
Currently, there is increasing interest in using microRNA (miRNA) profiles as biomarkers
of disease [12]. miRNAs, which are small, non-coding RNA molecules, are engaged in
regulating gene expression by inhibiting protein translation [13]. Previous studies have
demonstrated that miRNAs hold great potential as asthma mediators and biomarkers [14].
In previous research, we used serum samples from patients with eosinophilic (n = 40)
and non-eosinophilic (n = 36) asthma to evaluate miRNA expression by next-generation
sequencing (miRNA-seq), with subsequent validation by RT-qPCR. After these analyses,
we demonstrated that hsa-miR-26a-1-3p and hsa-miR-376a-3p were able to discriminate
between patients with eosinophilic and non-eosinophilic asthma [11].

The aim of this study was to analyse the expression of these miRNAs and their targets
in subjects with eosinophilic vs. non-eosinophilic asthma, with or without comorbid obesity,
in order to determine whether these miRNAs are associated with differential inflammatory
pathways of asthma.

2. Results
2.1. Characteristics of the Study Population

Descriptive data on the demographic, inflammatory, functional, and clinical char-
acteristics of all individuals studied are summarised in Table Sla (population 1) and
Table S1b (population 2).

Contrasting the group of asthmatic patients and control individuals based on
lung biopsy samples (Table Sla), age was the only significant difference observed
(52.4 vs. 63.7 years, p < 0.05).

As evidenced in Table S1b, with respect to functional and clinical parameters, the
serum samples of obese and non-obese asthmatic patients showed significant differences
in FEV1/EVC (%) (86.5 vs. 78.8, p < 0.05) and in severe and moderate disease severity
(32% vs. 56.8%, and 44% vs. 20.5%; p < 0.05). The functional and clinical parameters of these
patients according to the four study groups are shown in Table 1 (population 2, obese and
non-obese, further subdivided into eosinophilic and non-eosinophilic), showing significant
differences in FeNO levels (p < 0.0001) and in the rates of severe asthma (p < 0.05). None
of the other demographic, inflammatory, functional, or clinical characteristics presented
statistically significant differences (Table S1b and Table 1).
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Table 1. Demographic, inflammatory, functional, and clinical characteristics of obese and non-

obese non-eosinophilic asthmatic patients, and obese and non-obese eosinophilic asthmatic patients

(population 2; serum samples analysis).

Obese Non-Obese Obese Non-Obese
Eosinophilic Eosinophilic Non-Eosinophilic = Non-Eosinophilic p-Value
(n =10) (n =28) (n=16) (n=23)

Age (years) 50.4 (+13.8) 46.4 (£15.5) 53.9 (+8.4) 47 (+15.7) N.S.

Female (%) 6 (60%) 20 (71.4%) 13 (81.3%) 15 (65.2%) N.S.

BMI 34.5 (32.4-38.2) 23.6 (21.8-26.7) 32.2 (31-33.3) 23.8 (22.6-26)

Obesity (%) 10 (100%) 0 (0%) 16 (100%) 0 (0%) i
Tobacco habit (%)

Smokers 0 (0%) 3/27 (11.1%) 0/15 (0%) 0/20 (0%) N.S.

Passive 0 (0%) 4/27 (14.8%) 2/15 (13.3%) 0/20 (0%) N.S.

Ex-smokers 4 (40%) 8/27 (29.6%) 6/15 (40%) 7/20 (35%) NS.

Non-smokers 6 (60%) 12/27 (44.4%) 7/15 (46.7%) 13/20 (65%) N.S.

Blo(oc‘ilfso/sﬁgﬂhﬂs 600 (500-800) 700 (600-845) 150 (100-200) 100 (100-100) .

Sputum(ofo‘)’sjn"phﬂs 5% (2.5-20) 0% (0—48) 0% (0-6) 29% (0-5) NS.

Atopy (%) 7 (70%) 17 (60.7%) 13 (81.3%) 16 (69.6%) N.S.

IgE (1IU) * 131 (55.6-347) 209 (87.4-753.5) 191 (61-670) 151 (53.3-358.3) N.S.

FEV, /FVC (%) * 85% (74.5-104) 78.3% (68-90) 88% (72-94.3) 80.3% (71-84.5) N.S.

FeNO (ppb) * 29 (21.5-41) 60 (34-82) 20.5 (11.1-30.8) 16 (12-23) wott

Exacerbations (%) 5 (50%) 17 (60.7%) 8 (50%) 9 (39.1%) N.S.

Severity (%)
Severe 3 (30%) 18/26 (69.2%) 5/15 (33.3%) 7/18 (38.9%) *

Moderate 5 (50%) 5/26 (19.2%) 6/15 (40%) 4/18 (22.2%) N.S.

Mild 2 (20%) 3/26 (11.5%) 4/15 (26.7%) 6/18 (33.3%) N.S.

Intermittent 0 (0%) 0/26 (25%) 0/15 (0%) 1/18 (5.6%) N.S.

ACT 20.5 (15-23) 21 (14.5-23.5) 21 (17-22) 22 (18-25) N.S.

ICS and LABA (%) 10 (100%) 25 (89.3%) 15 (93.8%) 19 (82.6%) N.S.

Late asthma onset 8/9 (88.9%) 20/25 (80%) 9/15 (60%) 14/18 (77.8%) NS.

Results are expressed as " mean (£SD) or ¥ median (IQR); N.S., Non-significant; ****, p < 0.0001; *, p < 0.05;
BMI, body mass index; FEV1, forced expiratory volume measured during the first second; FVC, forced vital
capacity; FeNO, fractional exhaled nitric oxide; Ppb, parts per billion; ICS and LABA, inhaled corticosteroids and
long-acting 32-agonists; and ACT, asthma control test.

2.2. miRNA and Gene Expression in Lung Tissue Samples

We found statistically significant differences in the expression of hsa-miR-26a-1-3p and
hsa-miR-376a-3p in lung biopsies between asthmatic patients and healthy subjects (p < 0.01
and p < 0.001, respectively), with higher expressions observed in asthmatic patients (Figure 1a).
This confirms that serum hsa-miR-26a-1-3p and hsa-miR-376a-3p are linked to asthma,
suggesting that these miRNAs could possibly serve as biomarkers of the disease.

We subsequently conducted an in silico analysis using DIANA-miRPath v3.0 to
determine the implication of these two differentially expressed miRNAs in biological
processes and to identify potential target genes. We found that hsa-miR-26a-1-3p and
hsa-miR-376a-3p control several signalling pathways: prion diseases (p < 0.0001), p53
signalling pathway and non-small cell lung cancer (p < 0.05), regulated by hsa-miR-
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(a)

Lung tissue miRNAs expression (ACt)

26a-1-3p, and extracellular matrix (ECM)-receptor interaction (p < 0.0001), influenced
by hsa-miR-376a-3p. Of these, the p53 signalling pathway and extracellular matrix (ECM)-
receptor interaction are critical pathways related to asthma pathogenesis. Since CDK®,
CCND1, and IGFBP3, involved in the p53 signalling pathway, are target genes of hsa-miR-
26a-1-3p, and COL3A1, COL6A2, COL1A1, and COL6A3, implicated in the extracellular
matrix (ECM)-receptor interaction signalling pathway, are targeted by hsa-miR-376a-3p,
RT-gPCR was performed on lung biopsy samples from asthmatic patients and healthy indi-
viduals. The results of this analysis revealed that only IGFBP3 was significantly increased
in asthmatic individuals in comparison to healthy subjects (p < 0.01; Figure 1b).
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Figure 1. Lung biopsy sample miRNA expression (ACt) in asthmatic and non-asthmatic (controls)
subjects. Hsa-miR-26a-1-3p and hsa-miR-376a-3p were differentially expressed between the two
groups, showing higher expression in asthmatic individuals (a); and gene expression (ACt) measured
in lung tissue samples from asthmatic and non-asthmatic (controls) subjects. Only IGFBP3 exhib-
ited differential expression between the two groups, being overexpressed in the asthma group (b).
**,p <0.01; **, p < 0.001.

To establish the association between miRNA molecules and their target gene expres-
sion levels (ACt), a lung-tissue correlation analysis was carried out. We verified a significant,
direct correlation for the total population between hsa-miR-26a-1-3p and its target gene,
IGFBP3 (Pearson r = 0.36, p < 0.05), instead of detecting, as usual, an inverse miRNA-target
gene correlation. Since miRNAs generally behave as silencers of their target mRNAs, a
possible explanation would be that miRNA-miRNA relationships are complex, and the
lung tissue samples in which they were studied differ from each other (influence of genetic
and/or environmental factors). There may be other miRNAs involved in the modulation of
a particular mRNA (IGFBP-3 mRNA) and there could also be an interaction of other target
genes of this miRNA (hsa-miR-26a-1-3p) that could be inhibitors of IGFBP3, in this case,
highlighting the intricacy of post-transcriptional miRNA-mRNA regulation throughout
the whole tissue.

2.3. miRNA Expression and Extracellular Protein Concentration in Serum Samples

To further investigate and confirm the relationship between these miRNAs and the
IGFBP3 gene, we analysed the serum expression of two soluble extracellular proteins,
IGFBP-3 (encoded by IGFBP3, the target gene of hsa-miR-26a-1-3p) and IGF-1R (encoded
by IGFIR, targeted by hsa-miR-376a-3p), both of which are implicated, in the IGF axis, in
patients with eosinophilic and non-eosinophilic asthma. No significant differences in target
protein levels were detected between the eosinophilic and non-eosinophilic groups (data not
shown), although statistically significant differences were observed in IGFBP-3 (p < 0.01)
and IGF-1R (p < 0.05) levels among obese and non-obese asthmatic patients: IGFBP-3
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showed higher levels in non-obese subjects, while IGF-1R levels were greater in obese
individuals (Figure 2a,b). Regarding the levels of these proteins when subdividing patients
with and without eosinophilic asthma into obese and non-obese subjects, IGFBP-3 was more
concentrated in non-obese individuals than in obese subjects (p < 0.05) among patients with
eosinophilic asthma and those with non-eosinophilic asthma (Figure 2a); on the other hand,
IGF-1R was higher in obese individuals than in non-obese subjects (p = 0.05 and p < 0.05,
in that order), and obese patients with eosinophilic asthma had higher amounts of IGF-1R
than the rest of the groups (Figure 2b).
(a) . (b)

3000 e 2000 0.05

4000 * 3000
* =3 Non eosinophilic asmathic patients —_— — =3 Non eosinophilic asmathic patients

2 = — Leceln e ay
£ £ . =, Boshephitic sssiiic pabitnts E 1500 ) =3 Eosinophilic asmathic patients
2 £ 3000 ) ?
2 2000 S _ % E
5 £ | = 2 2000
5 3 £
- § 2000 § 1000 B : -
Ld © 2
2 1000 2 s 1000
[ @ 1000 & 500 I
<] & 2 )
0 o
T T T T T T T T T T T T
4 y @y . 5 & S S
09\6 c?\d w?\\* m”\d e“'\‘é 09\6 q,"\d e”\é & & S &P
o° & 4 * &F o° & ® v“ *® ‘\6"
& * & N S S
<« < * & XS X

(c) (d)

0.07
0.10

0.0008 0.15:
=3 Non eosinophilic asmathic patients

== Eosinophilic asmathic patients

=3 Non eosinophilic asmathic patients

0.0006 N —_ == Eosinophilic asmathic patients L

0.06 0.10

Ll

0.0004

7
A
3
]
g
g
3
<
H
‘?
]
®
g
@ 0.0004
&
0.0002 @
= 0.0002
%
8
]
0. X T
E
: o
T &*

0.04

8

Hsa-miR-26a-1-3p expression (2°** values)
Hsa-miR-376a-3p expression (2"t values)
Hsa-miR-376a-3p expression (2"‘°‘ values)

T
RN & ) S S
2" ) & ) ) & & & &

& & o & & & & & & F &F

‘\00 & & eoc & &

Figure 2. Serum IGFBP-3 (a); and IGF-1R (b) concentration. Serum hsa-miR-26a-1-3p (c); and
hsa-miR-376a-3p (d) (2~*C"). Differential expression of miRNAs and soluble extracellular proteins
was observed between obese and non-obese eosinophilic asthma patients and obese and non-obese
non-eosinophilic asthma patients. *, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001.

Next, we assessed whether hsa-miR-26a-1-3p and hsa-miR-376a-3p are modulated
by obesity status in asthmatic patients with and without eosinophilia. A non-significant
increase in hsa-miR-26a-1-3p expression and lower expression of hsa-miR-376a-3p (p = 0.07)
was found in this group of obese subjects (Figure 2c,d). When we subdivided patients
with eosinophilic and non-eosinophilic asthma into obese and non-obese individuals, we
observed that both miRNAs were more highly expressed in patients with eosinophilic
asthma than in those with non-eosinophilic asthma (p < 0.05 and p < 0.001, and p < 0.05
and p < 0.01, respectively; Figure 2¢,d). Specifically, hsa-miR-26a-1-3p exhibited higher
expression in obese subjects than in non-obese individuals (p < 0.01) and in patients with
non-eosinophilic asthma (Figure 2c), while hsa-miR-376a-3p levels were highest among
non-obese eosinophilic asthmatics.

2.4. Correlation of miRNAs and Soluble Extracellular Proteins with Clinical Parameters

Because the measured soluble extracellular proteins are engaged in the IGF axis, which
is metabolism-related, we analysed our data to determine if BMI correlated with serum
levels of these proteins and miRNAs (Figure 3). A negative correlation was identified
between IGFBP-3 and BMI in the group of patients with eosinophilic asthma (Pearson
r = —0.43, p < 0.01; Figure 3a) and in the total study population (Pearson r = —0.34,
p < 0.01; Figure 3c); while hsa-miR-26a-1-3p correlated directly with BMI in patients with
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non-eosinophilic disease (Pearson r = 0.86, p < 0.0001; Figure 3b) and in the total population
(Pearson r = 0.38, p < 0.05; Figure 3c).
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Figure 3. Relative IGFBP-3 concentration correlates inversely with BMI in serum samples (p < 0.01)
in eosinophilic asthmatic patients (a); a direct correlation between relative hsa-miR-26a-1-3p ex-
pression (272¢t) and BMI was reported in serum samples (p < 0.0001) in non-eosinophilic asth-
matic patients (b); Dots (red and green) are individual values, black dashed line indicates error
bars and red/green solid line shows linear regression (a,b). Table showing the correlation coeffi-
cient (r) between BMI parameter and serum IGBP-3 concentration and hsa-miR-26a-1-3p expression
levels (272CY) (c). The red color indicates negative correlations, whereas green shows positive
correlations (c). Bold and underlined values are statistically significant (p < 0.05).

2.5. ROC Curuves to Establish Potential Biomarkers of Inflammatory Endotype in Asthma

ROC curve analyses for the two miRNAs (Table 2) were performed for two-by-two
group comparisons (obese and non-obese eosinophilic asthma patients, obese and non-
obese non-eosinophilic asthma patients, and the entire population of obese and non-obese
asthma patients), and the AUC were estimated.

Table 2. ROC curves for different comparisons between groups of asthmatic patients: obese and
non-obese non-eosinophilic asthmatic patients, obese and non-obese eosinophilic asthmatic patients,
and obese and non-obese in all asthmatic patients.

Hsa-miR-26a-1-3p Hsa-miR-376a-3p

Comparison Groups AUC p-Value AUC p-Value

Obese non-eosinophilic vs. Non-obese non-eosinophilic 1.00 <0.01 0.50 >0.05

Obese eosinophilic vs. Non-obese eosinophilic 0.56 >0.05 0.63 >0.05

Non-obese non-eosinophilic vs. Non-obese eosinophilic 0.91 <0.001 0.71 <0.05

Obese non-eosinophilic vs. Obese eosinophilic 0.50 >0.05 0.64 >0.05

Obese non-eosinophilic vs. Non-obese eosinophilic 0.58 >0.05 0.75 <0.01

Non-obese non-eosinophilic vs. Obese eosinophilic 1.00 <0.05 0.61 >0.05

Obese vs. Non-obese 0.66 >0.05 0.60 >0.05

AUC, area under curve. Bold values are statistically significant (p < 0.05). Green color intensity indicates a higher
positive correlation.

Hsa-miR-26a-1-3p presented an AUC value of 0.91 for the comparison between non-
eosinophilic and eosinophilic asthma within the non-obese group (p < 0.001). An AUC
of 1.00 was found for the comparisons between obese and non-obese, non-eosinophilic
asthmatics (p < 0.01) and between the non-obese, non-eosinophilic and obese eosinophilic
asthma patients (p < 0.05). Hsa-miR-376a-3p showed AUC values of 0.71 and 0.75, re-
spectively, for the comparisons between non-eosinophilic and eosinophilic subjects in the
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non-obese asthma group (p < 0.05) and between obese non-eosinophilic and non-obese
eosinophilic asthmatic individuals (p < 0.01).

3. Discussion

The results of this study reveal that hsa-miR-26a-1-3p and hsa-miR-376a-3p are post-
transcriptional modulators of the IGF axis and potential epigenetic biomarkers to differen-
tiate asthma patients by inflammatory condition (eosinophilia and/or obesity).

Severe asthma is an inherently heterogeneous disease that encompasses several clini-
cal phenotypes that may have several shared pathophysiological mechanisms, known as
endotypes of asthma [15]. Therefore, inflammatory endotype characterisation should be
a crucial component of the algorithm used to assess and manage severe disease [16]. The
discovery and use of biomarkers to define phenotypes and endotypes of severe asthma
and guide therapeutic strategy is increasingly necessary for clinicians, as an individual
approach to disease management and personalised medicine is essential [17]. Eosinophilic
phenotypes and T2-associated endotypes with eosinophilic inflammation are currently iden-
tified in clinical practice by biomarkers, including peripheral blood and sputum eosinophil
count, total serum IgE levels, FeNO value, periostin, and miRNAs [18]. We observed
that serum samples from both obese and non-obese patients with eosinophilic asthma
showed markedly higher FeNO scores compared to non-eosinophilic asthmatic patients.
As previous research has found a relationship between FeNO and the eosinophilic phe-
notype in asthma, FeNO, in combination with blood eosinophils, can accurately predict
eosinophilic airway inflammation [19,20]. Also, as demonstrated by our results (non-obese,
non-eosinophilic asthma group), elevated FeNO values and increased blood eosinophil
counts are associated with increased severity of asthmatic disease, worse lung function,
and an increased risk of asthma exacerbation [21].

It has been established that severe asthma is a complex clinical condition not exclu-
sively related to airway inflammation and response to treatment [22]. Asthma is often asso-
ciated with various comorbidities which can worsen asthma symptoms and affect asthma
severity [23]. For patients with asthma, comorbid conditions lead to an enhanced disease
burden and, consequently, a reduced QoL [24]. The involvement of other disorders is likely
to lead to polypharmacy, which can negatively impact treatment adherence and asthma con-
trol [25,26] Additionally, comorbid conditions complicate the diagnosis and management
of asthmatic patients and carry a considerable economic cost [23]. Obesity is a common
comorbidity in children and adults with asthma, and both obesity and asthma have risen
dramatically in prevalence [27,28]. Obesity is defined as having a BMI of 30 kg/m? or
greater [29]. Obese asthmatics are generally characterised by more severe asthma, are less
responsive to treatment, and have poorer asthma control, according to the asthma control
test (ACT) questionnaires [30], although this does not appear to be a determining factor
in the risk of asthma exacerbations with regard to disease severity [31]. This absence of a
link between obesity status and exacerbations appears to be in line with our results, as both
obese asthmatic patient groups, compared to the two non-obese asthmatic patient groups,
had similar or higher asthma severity (80% and 73.3%, respectively; 88.5% and 61.1% of
patients with severe and moderate asthma), lower ACT scores (20.5 and 21, 21 and 22), and
a lower, or roughly similar, presence of exacerbations (50% and 50%, 60.7% and 39.1%). As
cited earlier, our findings indicate more frequent occurrences of exacerbations among obese
women (19/26) and late-onset asthmatics (17/24) [12]. Also, since no significant differences
are observed in relation to patient therapy, it could be considered that the changes in
miRNA expression are not due to the treatment. However, it is worth mentioning that, sur-
prisingly, in contrast to what has been described in the literature in relation to lung function,
that obese asthmatic patients have worse lung function than non-obese asthmatic patients.
In our population the opposite is shown, obese asthma patients show more improved lung
function than non-obese asthma subjects [32], which may be due, to some extent, to the
fact that there are more non-obese than obese asthmatic patients and, within the group
of non-obese asthmatic patients there was a high number of patients with eosinophilic
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asthma, which may cause these non-obese asthmatic patients to have lower pulmonary
function since, subdividing obese and non-obese asthmatic patients into eosinophilic and
non-eosinophilic categories, the eosinophilic asthmatic patient groups showed poorer lung
function than the non-eosinophilic asthmatic patient groups, contributing to a decrease in
the overall group’s lung function. Moreover, according to the percentage of neutrophils
in sputum in our study, the 27% of patients with obese asthma are individuals with a
neutrophilic component. The differences in clinical and inflammatory findings between the
four patient groups may be due to the combined influence of the different inflammation
profiles in obese asthma [12] and the pathophysiological differences between eosinophilic
and non-eosinophilic asthma [33].

Biomarkers are promising tools for categorising asthma patients into different phe-
notypes and endotypes, as they enable the identification of potential therapeutic targets
and make it possible to deliver personalised therapy [17]; of these tools, miRNAs could
be an effective biomarker [34]. In this study we found expression differences of the two
miRNAs, hsa-miR-26a-1-3p and hsa-miR-376a-3p, in lung tissue samples from asthmatic
individuals and healthy subjects. The same difference was previously observed in serum
from patients with eosinophilic asthma and others with non-eosinophilic asthma [11]. This
finding supports the involvement of these miRNAs in asthma, as they were detected in tar-
get tissue, and further indicates that the two miRNAs could serve as potential biomarkers
to classify patients into either group. In terms of downstream effects, in silico experi-
ments revealed that hsa-miR-26a-1-3p and hsa-miR-376a-3p significantly modulate two
pathways associated with asthma pathogenesis that play a key role in the development of
airway inflammation and asthma remodelling [35,36]. Also, of the target genes selected
for study due to their relationship with differential expression of these two miRNAs, only
IGFBP3 displayed differential expression between lung biopsy samples from asthmatic
individuals and healthy subjects, with higher values found in asthmatic individuals; the
expression levels of the miRNA and its target gene were correlated, emphasising the in-
volvement of this inflammation-related gene in asthma pathology, as has been previously
described [37]. Moreover, we found differences in the expression of two soluble extracellu-
lar proteins, IGFBP-3 and IGF-1R, which are encoded by target genes of these miRNAs, in
the serum of subjects with eosinophilic asthma and in individuals with non-eosinophilic
asthma, further separated into obese and non-obese asthmatic patients.

Growth hormone (GH), which is deficient in obese patients, stimulates the secretion
of insulin-like growth factor I (IGF-1) in most tissues. Jointly, GH and IGF-1 exert strong
actions on fat, protein, and glucose metabolism [38]. The actions of IGF-1 are typically
mediated through interactions with its receptor (IGF-1R), resulting in the activation of intra-
cellular signalling pathways, including MAP kinase and PI3 kinase/AKT [39]. In addition,
the bioavailability, half-life, and actions of IGF-1 in circulation are regulated through its
binding to one of the members of the IGF binding proteins, of which IGFBP-3 is the most
abundant in plasma and the one with the highest affinity for IGF-1 [40]. Alterations in the
IGF axis may be implicated in a variety of pathological conditions, including obesity [41].
Furthermore, a link between asthma and obesity has been recognised alongside other
markers of the metabolic syndrome, such as insulin resistance and hypertension [42]. It has
also been proposed that insulin resistance may have an effect on asthma risk [43]. Peters
and co-workers observed that, among asthma patients participating in a severe asthma
research programme, patients with insulin resistance had poorer asthma-control test scores
and greater deterioration in lung-function test responses [44]. Finally, it is well known
that both insulin and IGF-1 can mutually activate insulin and IGF-1R receptors, sharing
downstream signalling pathways but with different biological effects [45].

Regarding our study on obese asthma molecular mechanisms, on the one hand,
hsa-miR-26a-1-3p showed higher expression in subjects with eosinophilic asthma and
in the subgroups of obese individuals, while the concentration of the soluble extracellu-
lar protein IGFBP-3, which is encoded by the target gene of this miRNA, as expected in
terms of miRNA-gene interaction, was lower in the non-obese patient groups. Also, since
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IGFBP-3 is a molecule that displays anti-inflammatory action [46], a greater concentration
was expected in subjects with no additional inflammatory condition such as obesity. As
reported in other studies [47], hsa-miR-376a-3p showed greater expression in non-obese
subjects and in asthmatic patients without additional comorbid conditions, with expres-
sion increasing in eosinophilic asthmatics. As in the previous case, there is an inverse
miRNA-gene relation, such that the concentration of IGF-1R, which is encoded by the
target gene of hsa-miR-376a-3p, was elevated in obese individuals, and specifically in obese
patients with eosinophilic asthma. This result supports previous reports indicating that the
higher expression of this molecule results in more prominent inflammatory responses [48].

Since IGFBP-3 and IGF-1R are involved in the IGF axis, which is closely related to
metabolism, we studied the correlation of the expression of hsa-miR-26a-1-3p and hsa-
miR-376a-3p, in addition to these two soluble extracellular proteins encoded by their
respective target genes, and established their correlation with clinical parameters. The
results suggested that these molecules could be relevant in phenotypically distinguishing
patients based on the inflammatory component and thus be used in asthma diagnosis.

Lastly, based on the AUC values calculated, hsa-miR-26a-1-3p could be a highly
valuable biomarker in differentiating obese from non-obese subjects among patients with
non-eosinophilic asthma or in discriminating individuals with no inflammatory condition
(non-obese, non-eosinophilic asthma subjects) from individuals with combined inflam-
matory states (obese eosinophilic asthma subjects). Hsa-miR-26a-1-3p is also effective in
distinguishing non-eosinophilic from eosinophilic individuals within the group of non-
obese asthma patients. Therefore, this miRNA can discern the inflammatory conditions of
obesity or eosinophilia (individually) and can distinguish the presence of both inflamma-
tory processes from cases with no inflammatory condition. Based on the AUC score found,
hsa-miR-376a-3p could be an acceptable biomarker to differentiate non-eosinophilic from
eosinophilic subjects within the group of non-obese asthma patients (i.e., eosinophilia in the
absence of obesity) or to separate individuals with one inflammatory state (i.e., non-obese,
non-eosinophilic patients) from subjects with the other (non-obese eosinophilic patients).

We wish to point out that a limitation of this study is the low number of samples from
obese individuals, mainly patients with eosinophilic asthma, compared to the number of
samples from non-obese subjects (patients with eosinophilic asthma and non-eosinophilic
asthma). A more even sample size in the four groups could provide more consistent results.
Another limitation of our study is the existence of significant differences in age between
the asthmatic and control groups of subjects, whose lung tissue samples were included
for analysis, as this was not evaluated as a confounding factor. However, although there
were significant age differences between these two groups, in the obese and non-obese
groups (with a larger number of subjects), from which serum samples were included, or
in the four groups after being subdivided, no significant age differences were observed;
therefore, it is possible that age does not significantly affect miRNA expression. In addition,
unfortunately, as the samples were from patients belonging to biobanks, we did not have
all the clinical data available.

4. Materials and Methods
4.1. Study Subjects and Sample Collection

We obtained lung biopsy samples from 16 asthmatic patients and 20 control sub-
ject donors (population 1) to examine miRNAs and gene expression. Biopsy samples
were provided by the CIBERES Pulmonary Biobank Consortium (PT13/0010/0030), a
network currently made up of 12 tertiary Spanish hospitals (www.ciberes.org; accessed on
5 June 2023) listed in the Acknowledgements section and integrated in the Spanish National
Biobanks Network. Lung biopsies were processed in accordance with standard operating
procedures, and subsequent approval was granted for processing by the local ethics and
scientific committees (ref. B.0000471 Registro Nacional de Biobancos—ISCIII; CIBERES
Pulmonary Biobank Consortium started its activity in 2008 and has been 1SO9001:2015
(formerly ISO9001:2008) certified since 2012.).
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Lung tissue samples were preserved in RNAlater stabilisation solution at —80 °C
until use.

A cohort of 77 subjects with diagnosed asthma (population 2) was selected for con-
firmation studies. This cohort was recruited from the allergy and pulmonology units of
Fundacién Jiménez Diaz Hospital in Madrid (Spain); 10 of these individuals were pheno-
typed as obese patients with eosinophilic asthma, 28 as non-obese patients with eosinophilic
asthma, 16 as obese patients with non-eosinophilic asthma, and 23 as non-obese patients
with non-eosinophilic asthma. Descriptive data representing the demographic, inflamma-
tory, functional, and clinical characteristics of study subjects were collected.

The following scheme (Figure S1) shows the groups of the two studies (with the exact
number of patients per group) and the material (lung tissue or serum) used from each
patient in each phase of the study, facilitating the understanding of the design.

Serum samples were obtained by blood clotting in plain, additive-free tubes which
were subsequently centrifuged at 3000 rpm for 10 min at 4 °C and stored at —80 °C until use.

The inclusion criteria were as follows: (i) acceptance to participate, providing signed
informed consent; (ii) asthma diagnosis in accordance with the 2021 GINA criteria [49];
and (iii) age between 18 and 75 years. Eosinophilic asthma was determined by counts of
>500 eosinophils/mm? in peripheral blood, while non-eosinophilic patients had
<200 eosinophils/mm?3. Participants were considered obese if they had a body mass
index (BMI) >30 kg/ m?Z, and non-obese if BMI was <30 kg/ m2,

The study was conducted in accordance with the tenets of the Declaration of Helsinki,
and the protocol was approved by the CEIm of the participating hospital ethics committees
(EOH2014/48, 4 December 2014).

4.2. miRNA and mRNA Analysis by RT-gPCR

Four pL of serum miRNA samples or 30 ng of miRNA-enriched lung tissue RNA were
reverse-transcribed to cDNA using the miRCURY LNA RT Kit (Qiagen, Hilden, Germany)
following the manufacturer’s protocol. Synthetic Uni-Sp6 and miRNA cel-miR-39-3p (Qi-
agen, Hilden, Germany) were used to verify correct reverse transcription. The cDNA
obtained was stored at —20 °C until use. Then, miRNA expression was evaluated by gPCR
using the miRCURY LNA SYBR Green PCR Kit (Qiagen) as indicated in the instructions.
For this purpose, we used 3 puL of cDNA from the serum or lung tissue miRNAs diluted
in 1:30 or 1:60 in RNase-free water, respectively, according to the producer’s recommen-
dations. To ensure that differences in concentration, due to choosing the same volume
in the case of serum samples, did not affect the miRNA expression measurements, the
samples were normalised with endogenous control genes, which functioned as a control
for the qPCR reaction. The following probes (Qiagen) were used for miRNA expression
analysis in the serum and lung tissue: hsa-miR-26a-1-3p and hsa-miR-376a-3p. Addition-
ally, hsa-miR-103a-3p, hsa-miR-191-5p, SP6, cel-miR-39-3p, and U6 (Qiagen) were selected
as housekeeping miRNAs. The program GraphPad Prism® v6-8.0 was used to perform
a homogeneity test of Ct means of the samples from each of the comparison groups to
select endogenous and/or exogenous genes as internal control of the qPCR reaction. In
addition, a normalisation analysis was carried out with the use of the Bestkeeper tool.
All samples were run in triplicate, and reactions were performed in a LightCycler® 96
thermal cycler (Roche, Basel, Switzerland). Cycle threshold (Ct) values were analysed
with LightCycler® 96 SW 1.1 (Roche) software, and miRNA expression was calculated by
normalising levels of expression to the endogenous miRNA controls. Relative quantifi-
cation of differences in expression (RQ = 2-AACt where AACt = ACteosinophilic asthmatics —
ACtnon—eosmophilic asthmatics and ACt = Ctmirna — Cthousekeeping miRNAs) Was carried out by
means of the AACt method [50].

For gene expression analysis in lung tissue, 500 ng of RNA quantified by Nanodrop®
ND-1000 spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) was reverse
transcribed using the High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA), followed by qPCR analysis according to manufacturer guidelines
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on a StepOne™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems). TagMan™ gene expression
probes were purchased for CDK6, CCND1, IGFBP3, COL3A1, COL6A2, COL1A1, COL3A3,
and GAPDH using TagMan™ Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems). Gene
expression was calculated by normalising to the endogenous control gene GAPDH applying
the 2722t method as reported previously (RQ = 2724t where AACt = ACt,gthmatics —

ACthealthy subjects) [5 0] .

4.3. Pathway Enrichment Analyses

In order to identify the target genes related to asthma disease, hsa-miR-26-a-1-3p and
hsa-miR-376a-3p, and differentially expressed miRNAs, a pathway enrichment analysis of
the dysregulated miRNAs was performed using the DIANA-miRPath v3.0 online bioinfor-
matic resource [51]. Relevant pathways for asthma pathology were represented when a
p-value < 0.05, and the involved genes were analysed by RT-PCR, as previously mentioned.

4.4. Protein Detection by ELISA

Zehavi et al., identified the IGFIR gene as a target of hsa-miR-376a and hsa-miR-376c
miRNAs. Since the protein encoded by the IGFIR gene is involved in the IGF axis, it was
chosen, together with IGFBP-3, for ELISA evaluation [52].

For a determination of the soluble extracellular proteins IGFBP-3 and IGF-1R (genes
encoded which are targeted by both hsa-miR-26a-1-3p and hsa-miR-376a-3p), 10 pL (di-
lution 1:100) or 100 pL of serum samples, in that order, were used for ELISA, performed
with the Human IGFBP-3 Quantikine ELISA kit (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA)
and Human IGF-I R/IGF-1R DuoSet ELISA Kit (Bio-Techne, Minneapolis, MN, USA),
respectively, following the manufacturers’ instructions.

The optical density of each well was determined using a Tecan Infinite® F200 mi-
croplate reader (TECAN, Médnnedorf, Switzerland) adjusted to 450 nm, with the wavelength
correction set to 570 nm.

4.5. Statistical Analysis

Statistical analyses and graphs were created with GraphPad Prism® v6-8.0 (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, USA).

The results are shown as mean (standard deviation, SD) or median (interquartile
range, IQR) values. For all statistical analyses, differences showing p < 0.05 were considered
significant. Normality was analysed by means of the Shapiro-Wilk test. For continu-
ous variables, comparisons of normally distributed data among non-paired groups were
performed via an unpaired t test (equal to SD) and t test with Welch’s correction (differ-
ent SD), and non-normally distributed data and non-paired groups were compared by
Mann-Whitney test.

Multiple comparisons between groups with data following a normal distribution
were carried out with one-way ANOVA test (equal to SD) and Brown-Forsythe and Welch
ANOVA test (different SD) without Welch’s correction test or with Kruskal-Wallis test
without Dunn’s correction for non-normally distributed data.

Additionally, correlations among miRNA expression levels (ACt), soluble extracellular
protein concentration, and clinical parameters (quantitative variables) were estimated by
Spearman (non-normally distributed data) or Pearson (normally distributed data) corre-
lations; one-way ANOVA and Chi-square test (contingency table) were applied to test
the null hypothesis of the independence of groups and some demographic, inflammatory,
functional, and clinical (quantitative and qualitative) variables. Finally, the expression
profile (ACt) of each differentially expressed miRNA was used to create receiver operator
characteristic (ROC) curves to evaluate miRNA performance as biomarkers; an area under
the curve (AUC) of 0.7 indicated an acceptable biomarker.
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5. Conclusions

In summary, this is the first study to describe differences in the expression of the
previously validated serum miRNAs, hsa-miR-26a-1-3p and hsa-miR-376a-3p, in lung
tissue samples. Findings from this study support their potential use as biomarkers to
distinguish between obese and non-obese non-eosinophilic asthma patients, and in non-
obese asthma patients, and to catalogue eosinophilic and non-eosinophilic patients. Finally,
the findings can be used to discriminate non-eosinophilic asthma patients without obesity
and eosinophilic asthma patients with obesity.
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Table Sla. Demographic, inflammatory, and clinical characteristics of the study subjects,

asthmatic and control individuals (population 1; lung biopsy samples analysis).

Asthmatics Controls P-value
(n=16) (n=20)

Age (years)” 524 (£17.7) 63.7 (£ 8.5) *

Female (%) 6 (37.5%) 8 (40%) N.S.
Smoking habit (%)

Smokers 4/15 (26.7%) 4 (20%) N.S.
Ex-smokers 7/15 (46.7%) 4 (20%) N.S.
Non-smokers 4/15 (26.7%) 12 (40%) N.S.

Neutrophils (%) | 71.4% (16.2) | 80.6%(x6.1) | N.S.
Lymphocytes (%) | 182 % (x12.7) | 10.7%(£3.9) | N.S.

Monocytes (%)" 8.4 % (+2.9) 7.7 % (£2.6) N.S.
Eosinophils (%)’ 16%(=19) | 08%(x08) | N.S.
Basophils (%)* 0.3 % (0.1-0.5) 0.2 % (0.1-0.4) N.S.
Atopy (%) 3 (18.8%) 0/18 (0%) N.S.

Results are expressed as “Mean (+ SD) or 'median (IQR); N.S., Non-significant; *, p<0.05.



Table S1b. Demographic, inflammatory, functional, and clinical characteristics of obese and non-

obese asthmatic patients (population 2; serum samples analysis).

Obese Non-obese P-value
(n=26) (n=51)
Age (years)” 52.5 (£10.7) 46.7 (£15.5) N.S.
Female (%) 19 (73.1%) 35 (68.6%) N.S.
BMI' 33 (31.6-36.4) 23.8 (22.2-26.5) HAE
Obesity (%) 26 (100%) 0 (0%) HAEE
Tobacco habit (%)
Smokers 0/25 (0%) 3/47 (6.4%) N.S.
Passive 2/25 (8%) 4/47 (8.5%) N.S.
Ex-smokers 10/25 (40%) 15/47 (31.9%) N.S.
Non-smokers 13/25 (52%) 25/47 (53.2%) N.S.
Blood eosinophils (cells/nL)" 200 (115-525) 500 (100-700) N.S.
Sputum eosinophils (%)" 4% (0-12) 2% (0-11.8) N.S.
Atopy (%) 20 (76.9%) 33 (64.7%) N.S.
IgE (IU)* 180.5 (65.3-460.8) | 178 (62.9-401.5) N.S.
FEV/FVC (%)" 86.5% (£14.6) 78.8% (£13.5) *
FeNO (ppb)’ 24 (14.5-36.5) 33.5 (15.8-68) N.S.
Exacerbations (%) 13 (50%) 26 (51%) N.S.
Severity (%)
Severe 8/25 (32%) 25/44 (56.8%) *
Moderate 11/25 (44%) 9/44 (20.5%) *
Mild 6/25 (24%) 9/44 (20.5%) N.S.
Intermittent 0/25 (0%) 1/44 (2.3%) N.S.
ACT' 21 (16.5-22) 21 (17-24) N.S.
ICS and LABA (%) 25 (96.2%) 44 (86.3%) N.S.
Late asthma onset 17/24 (70.8%) 34/43 (79.1%) N.S.

Results are expressed as “mean (£SD) or ‘median (IQR); N.S., Non-significant; **** p<0.0001;
* p<0.05; BMI, Body Mass Index; FEV1, Forced Expiratory Volume measured during the first
second; FVC, Forced Vital Capacity; FeNO, Fractional exhaled Nitric Oxide; Ppb, parts per
billion; ICS and LABA, Inhaled Corticosteroids and Long-Acting B2-Agonists; ACT, Asthma

Control Test.
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Objetivo parcial 3. Caracterizar el contenido proteico de los exosomas aislados de suero y de
sobrenadante de esputo de individuos con asma eosinofilica y no eosinofilica, con el objetivo de reconocer
la existencia de patrones diferenciales.

6.3. Resultados derivados de la realizacion del objetivo parcial 3

6.3.1. Caracteristicas de los pacientes con asma eosinofilicay no eosinofilica

Se examino el contenido proteico de los exosomas obtenidos de suero y de sobrenadante de esputo de
pacientes con asma eosinofilica y no eosinofilica. Las caracteristicas demogréficas y clinicas de estos

pacientes se presentan en las tablas 15A y 15B.

Tabla 15A. Caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes con asma eosinofilica y no eosinofilica,
cuyas muestras de suero se utilizaron para analizar el contenido proteico de los exosomas.

) ASMA ASMA )
CARACTERISTICAS EOSINOFILICA | NO EOSINOFILICA | P-VALORES
(n=8) (n=8)
Edad (afios)" 49,5 (£ 9,8) 49,5 (£ 12,6) NS
Hombre 4 (50%) 2 (25%)

Sexo (%) Mujer 4 (50%) 6 (75%) NS
IMC (Kg/m?)" 25,9 (£ 6,4) 25,9 (£ 4,5) NS
Obesidad (%) 1/7 (14,3%) 2 (25%) NS
Fumador activo 1 (12,5%) 0/7 (0%) NS

- , Fumador pasivo 0 (0%) 0/7 (0%) -
Habito tabaquico (%) Exfumador 2 (25%) 417 (57,1%) NS
No fumador 5 (62,5%) 3/7 (42,9%) NS
Eosinc’)filos,en sangr(3a periférica 550 (500-800) 100 (100-100) -

(células/mm?3)t
Eosindfilos en esputo inducido (%)" 1,5% (x 3,7) 1,2% (+ 1,4) NS
Atopia (%) 4 (50%) 5 (62,5%) NS
IgE (KU/L)T 328 (17,9-736) 179 (69,3-670) NS
FEV1/FVC (%)" 80,6% (+ 16,7) 82,4% (£ 10,2) NS
FeNO (ppb)f 38 (30-41) 11,5 (8,8-33,5) NS
Exacerbaciones en el afio anterior (%) 5 (62,5%) 5 (62,5%) NS
Exacerbaciones en el afio anterior (nUmero)t 1 (0-3,8) 2 (0-3) NS
Asma grave 4 (50%) 3 (37,5%) NS
Asma moderada 4 (50%) 2 (25%) NS
Gravedad (%) Asma leve 0 (0%) 2 (25%) NS
Asma intermitente 0 (0%) 1 (12,5%) NS
ACTt 20,5 (8,8-22) 20 (14-23) NS
Tratamiento con GCIs y LABAs (%) 7 (87,5%) 7 (87,5%) NS
Tratamiento con GCOs (%) 1 (12,5%) 1 (12,5%) NS
. Temprano 0/7 (0%) 3 (37,5%)

Inicio del asma (%) Tardio 717 (100%) 5 (62,5%) NS

Los resultados se muestran como: "X (+ DE) o tMediana (IQR). Los resultados estadisticamente significativos se resaltan
en negrita. *-, Imposible de hacer (presencia de 0); ***, p < 0,0001.
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Tabla 15B. Caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes con asma eosinofilica y no eosinofilica,
cuyas muestras de sobrenadante de esputo se utilizaron para analizar el contenido proteico de los exosomas.

) ASMA ASMA
CARACTERISTICAS EOSINOFILICA NO EOSINOFILICA P-VALORES
(hn=7) (n=7)
Edad (afios)” 46,3 (+ 15,5) 34,1 (£ 8,9) NS
Hombre 4 (57,1%) 2 (28,6%)
Sexo (%) Mujer 3 (42,9%) 5 (71,4%) NS
IMC (Kg/m?)" 26,9 (£ 6,6) 23,8 (£ 4) NS
Obesidad (%) 1/6 (16,7%) 0 (0%) NS
Fumador activo 1 (14,3%) 1/6 (16,7%) NS
_ L Fumador pasivo 1 (14,3%) 0/6 (0%) NS
Habito tabaquico (%) Exfumador 0 (0%) 1/6 (16,7%) NS
No fumador 5 (71,4%) 4/6 (66,7%) NS
Eosinéfilos,en sangrg periférica 600 (500-700) 100 (100-100) -
(células/mm?3)t
Eosindfilos en esputo inducido (%)" 5,4% (+ 8,1) 1,9% (= 1,3) NS
Atopia (%) 4 (57,1%) 6 (85,7%) NS
IgE (KU/L)t 285 (171-588) 104,2 (49,2-397,8) NS
FEV1/FVC (%)t 81,1% (79,3-83,6) 80,3% (75,5-84,8) NS
FeNO (ppb)f 50 (29-83) 8 (8-16) *
Exacerbaciones en el afio anterior (%) 5 (71,4%) 3 (42,9%) NS
Exacerbaciones en el afo anterior (nimero)t 2 (0-6) 0 (0-3) NS
Asma grave 4/6 (66,7%) 1/5 (20%) NS
Asma moderada 1/6 (16,7%) 1/5 (20%) NS
Gravedad (%) Asma leve 0/6 (0%) 2/5 (40%) NS
Asma intermitente 1/6 (16,7%) 1/5 (20%) NS
ACTT 15,5 (7,8-23,3) 23 (14-24) NS
Tratamiento con GCls y LABAs (%) 6 (85,7%) 4 (57,1%) NS
Tratamiento con GCOs (%) 3 (42,9%) 1 (14,3%) NS
- Temprano 1/5 (20%) 1/5 (20%)
Inicio del asma (%) Tardio 415 (80%) 415 (80%) NS

Los resultados se muestran como: "X (+ DE) o tMediana (IQR). Los resultados estadisticamente significativos se resaltan
en negrita. *-, Imposible de hacer (presencia de 0); ***, p < 0,0001.

En cuanto a los parametros poblacionales (tablas 15A y 15B), no se observaron diferencias
estadisticamente significativas (NS; p > 0,05) en ninguna de las caracteristicas demograficas entre los
dos grupos de pacientes.

Con relacion a los pardmetros clinicos (tablas 15A y 15B), se evidencié una diferencia estadisticamente
significativa (p < 0,001) entre los dos grupos de pacientes asmaticos en el nimero de eosinéfilos/mm? en
sangre periférica, al clasificar a los pacientes en eosinofilicos (> 500 eosinéfilos/mm3) y no eosinofilicos
(= 100 eosindfilos/mm?3). Ademas, se encontré una diferencia estadisticamente significativa (p < 0,05) en
el FeNO (ppb) entre los pacientes con asma eosinofilica y no eosinofilica, de los cuales se emplearon
muestras de sobrenadante de esputo (tabla 15B).

En las demas variables clinicas, no se identificaron diferencias estadisticamente significativas (NS;
p > 0,05) entre los grupos de pacientes asmaticos. No obstante, es importante destacar que, en ambos
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casos (tablas 15A y 15B), tres marcadores distintivos del asma eosinofilica: el nimero de eosinéfilos/mm?3
en sangre periférica, los niveles de IgE sérica (KU/L) totales y el valor de FeNO, mostraron cifras mas
altas en los pacientes con asma eosinofilica.

6.3.2. Determinacidn del perfil protedmico de los exosomas
6.3.2.1. Identificacion de las proteinas caracteristicas de los exosomas mediante Western blot

Se usaron 2 muestras de lisados de exosomas purificados de suero y de sobrenadante de esputo para
cada uno de los dos fenotipos: pacientes con asma eosinofilica (M1 y M2) y no eosinofilica (M3 y M4).
Ademas, se incluyeron 2 muestras de lisados de exosomas de eosindéfilos de sujetos sanos (S1y S2)
como controles para asegurar la capacidad de deteccion de los exosomas, y 1 muestra de proteinas
extraidas de células SAEC y BSMC (C1l y C2), respectivamente, como controles para validar la
especificidad del ensayo y confirmar la pureza de las muestras de exosomas?°°-2%2 (figura 18).

Para verificar el correcto aislamiento de los exosomas, se efectu6 la deteccion de las proteinas CD63 y
ALIX?8 conocidos marcadores de exosomas (http://www.exocarta.org/exosome_markers). También se
utilizé un anticuerpo frente a la proteina B-actina, empleada frecuentemente como control de carga (CEN)
en Western blot debido a su expresion constante en células eucariotas, independientemente de los
tratamientos a los que se sometan las células?®’-2%0, Asimismo, se utilizé un anticuerpo para reconocer la
proteina calnexina en los controles C1 y C2, lo que ayudd a descartar la presencia de componentes
celulares en las muestras de lisados de exosomas obtenidos de suero, de sobrenadante de esputo y de
eosindfilos procedentes de individuos sanos. La calnexina es una proteina de tipo | del grupo de las
chaperonas. Se trata de una proteina integral en la membrana del reticulo endoplasmatico (RE; ubicado
en el citoplasma de células eucariotas), vinculada a la secrecion celular, y cumple la funcion de marcador
negativo (marcador de exclusion) para la identificacién de exosomas?91-2%,

En las imagenes de Western blot (figura 18), que muestran los lisados de exosomas purificados de suero
(figura 18A) y de sobrenadante de esputo (figura 18B) de pacientes asmaticos, tanto con asma eosinofilica
como no eosinofilica (M1-M4), se observaron las bandas correspondientes a las proteinas B-actina
(45 kDa), CD63 (55 kDa) y ALIX (95 kDa). Las muestras M1-M4 evidenciaron un patrén de bandas
semejante al de los controles S1y S2, lo que asegurd la presencia de exosomas. La banda perteneciente
a la proteina B-actina estuvo presente en todas las muestras, pero su intensidad fue superior en los
controles C1y C2190.29%.297 Ademas, se visualizo la banda relativa a la proteina calnexina (90 kDa) en los
controles C1y C2, inexistente en las demas muestras, indicando la ausencia de constituyentes celulares
Y, en consecuencia, validando la pureza de los exosomas (M1-M4, S1y S2).

En resumen, la inmunodeteccion por Western blot de las moléculas CD63 y ALIX, marcadores confiables

de exosomas, respalda el exitoso aislamiento de exosomas de suero y de sobrenadante de esputo de
pacientes con asma, tanto eosinofilica como no eosinofilica.
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A) Exosomas obtenidos de suero y controles

M1 M2 M3 M4 S1 S2 C1 C2
Calnexina| " . - -‘1 95 kDa

Alix | | 90 kDa
cpe3 | e | 55 kpa
B-actina | 54 @D === /5 (Da

B) Exosomas obtenidos de sobrenadante de esputo y controles

M1 M2 M3 M4 S1 S2 C1 C2

L
Calnexinal . - - | 95 kDa

Alix [} T ™ 90 kDa

CD63 l_. ! -— : I 55 kDa
B-actlna' [ = 3 g 45 kDa

Leyenda:

» M1y M2: Exosomas purificados de pacientes con asma no eosinofilica.
» M3 y M4: Exosomas purificados de pacientes con asma eosinofilica.

» 81y S2: Exosomas purificados de eosinéfilos de individuos sanos (S).
» C1y C2: Proteinas de células (C) BSMC y SAEC, respectivamente.

Figura 18. Exosomas obtenidos de suero (A) y de sobrenadante de esputo (B) de pacientes con asma eosinofilica
y no eosinofilica. Inmunodeteccion de los marcadores especificos ALIX y CD63.

6.3.2.2. Descripcidn del contenido proteico de los exosomas

Para desentrafiar la composicion proteica de los exosomas purificados de suero y de sobrenadante de
esputo de pacientes con asma eosinofilica y no eosinofilica, se llevé a cabo una investigacion exhaustiva
mediante nano-cromatografia liquida de fase reversa acoplada a un espectrometro de masas de alta
resolucion. Este enfoque permitié la identificacion y cuantificacion relativa (sin marcaje) de las proteinas,
arrojando luz sobre las diferencias y similitudes en el perfil proteico de los exosomas en funcién de la
muestra y del grupo de pacientes (segun el fenotipo o la condicién). Esto proporciona una mejor
comprension de cémo varia el contenido proteico en distintos contextos y las posibles implicaciones
biolégicas y clinicas derivadas de estas diferencias.

Para la deteccién y determinacion cuantitativa de las proteinas de los exosomas de suero y de
sobrenadante de esputo, se emplearon 46,8 ug y 53,5 ug de exosomas por muestra. Se identificaron y
cuantificaron un total de 403 proteinas en los exosomas de suero y de 1.934 proteinas en los exosomas
de sobrenadante de esputo. Entre ellas, 27 y 316 proteinas, en cada caso, exhibieron diferencias
significativas en su abundancia (p < 0,02 y p < 0,01) entre ambas condiciones (figura 19). El 100% de las
proteinas mostrg, en al menos una muestra de uno de los dos grupos comparados, como minimo un
péptido Unico con alta confianza (IC > 99%). Las tablas anexas 8 y 9 presentan las 27 proteinas de los
exosomas de suero (tabla anexa 8) y las 316 proteinas de los exosomas de sobrenadante de esputo
(tabla anexa 9), respectivamente.
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De las 27 proteinas de los exosomas de suero, 4 eran Unicas de pacientes con asma eosinofilica, 5 eran
exclusivas de pacientes con asma no eosinofilica y 18 eran comunes a ambos grupos de pacientes
asmaticos. De estas 18 proteinas compartidas, 17 fueron mas abundantes en el grupo de pacientes con
asma eosinofilica y solo 1 tuvo una abundancia inferior en este grupo (figura 19A). Entre las 27 proteinas,
destacan la filagrina (FLG; del inglés, Filaggrin) y el CD44 por su relevancia en la inflamacion de las vias
respiratorias en el asma?98.299,

De las 316 proteinas de los exosomas de sobrenadante de esputo, 92 eran Unicas de pacientes con asma
eosinofilica, 113 eran exclusivas de pacientes con asma no eosinofilica y 111 eran comunes a los dos
grupos de pacientes asméticos. De estas 111 proteinas compartidas, 77 tuvieron una mayor abundancia
en el grupo de pacientes con asma eosinofilica y 34 fueron menos abundantes en este grupo (figura 19B).
Entre las 316 proteinas, resaltan el proteoglicano de médula 6sea o proteoglicano 2 (PRG2; del inglés,
Protreoglycan 2, también conocida como MBP), la peroxidasa de eosindfilos (EPX; del inglés, Eosinophil
Peroxidase, también denominada EPO), la ribonucleasa 2 (RNASEZ2; del inglés, Ribonuclease 2, también
designada como EDN [neurotoxina derivada de eosindfilos, EDN; en inglés, Eosinophil-Derived
Neurotoxin]) y el cristal de Charcot-Leyden (CLC; del inglés, Charcot-Leyden Cristal, también conocida
como galectina-10), todas con una abundancia superior en el grupo de pacientes con asma eosinofilica,
desempeiiando un papel crucial en las funciones de los eosindéfilos3%, sugiriendo un posible origen de
estos exosomas en este tipo celular.

A) Proteinas de los exosomas aislados de suero B) Proteinas de los exosomas aislados de sobrenadante de esputo

)

N )

~—— 111; AE (77 1) y ANE (34 1)

5 —
—— 18; AE(17 1) yANE (1 1)
/
113
Grupo de muestras AE Grupo de muestras AE
Grupo de muestras ANE Grupo de muestras ANE
Grupos de muestras AE y ANE Grupos de muestras AE y ANE

Figura 19. Proteinas con variaciones significativas en su abundancia, identificadas y cuantificadas en los
exosomas aislados de suero (A; p < 0,02) y de sobrenadante de esputo (B; p < 0,01). *AE, asma eosinofilica (sujetos
con asma eosinofilica); ANE, asma no eosincfilica (individuos con asma no eosinofilica); 1, mayor abundancia.

En el mapa de calor (en inglés, heatmap) de las proteinas de los exosomas de suero (figura 20A), se
contemplan los niveles de abundancia de las 18 proteinas compartidas por los dos grupos de pacientes
asmaticos analizados. Estas proteinas comprenden segmentos de Ig k variable e Ig pesada variable, la
cadena pesada de la Ig €, la globulina fijadora de hormonas sexuales, la peroxirredoxina-2, la
colinesterasa, la proteina putativa similar a la estimulante de macrofagos 1, el antigeno CD44 vy la
dopamina B-hidroxilasa. Con el color verde se sefiala una menor abundancia y con el color rojo se denota
una abundancia superior de estas proteinas. La intensidad de los colores en el mapa de calor refleja la
magnitud de la abundancia de las proteinas, de modo que una intensidad més alta de los colores se
atribuye a una abundancia mas elevada de las proteinas. Por otra parte, en el mapa de calor de las
proteinas de los exosomas de sobrenadante de esputo (figura 20B), se sigue un patron idéntico, ilustrando
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solo las proteinas més representativas de las 111 proteinas coincidentes en ambos grupos de pacientes
con asma. Estas proteinas incluyen, entre otras, subunidades del proteasoma, la subunidad S1 de la
ATPasa protonica tipo V, la glucosa-6-fosfato isomerasa, la coronina-1A y la catalasa.

A) Proteinas de los exosomas purificados de suero

ANE 7
ANE 8
AE1
AE 2
AE 3
AE 4
AES
AE&
AET

©
w
z
C4

ANE 1
ANE 2
ANE 3
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AE 8
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Probable Ig k variable no funcional 6D-41

Ig K variable 2-40
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Colinesterasa
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B) Proteinas de los exosomas purificados de sobrenadante de esputo

|
|
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Subunidad B tipo-2 del proteasoma
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Subunidad B tipo-1 del proteasoma

Subunidad a tipo-§ del proteasoma
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Figura 20. Proteinas de los exosomas purificados de suero (A) y de sobrenadante de esputo (B) comunes alos dos

grupos de pacientes asmaticos (p < 0,02y p <0,01, en ese orden), pacientes con asma eosinofilicay no eosinofilica.
El color verde indica una abundancia inferior y el color rojo hace patente una mayor abundancia de las proteinas. La
intensidad de los colores revela el nivel de la abundancia de las proteinas. Por lo tanto, una intensidad mas fuerte pone de
manifiesto una abundancia superior de las proteinas.

Se gener6 un diagrama de Venn (figura 21) para presentar graficamente las relaciones entre las proteinas
de los exosomas obtenidos de suero y de sobrenadante de esputo. En este grafico, se pueden observar
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las proteinas diferentes o Unicas de cada tipo de muestra, 24 proteinas en los exosomas de suero y
313 proteinas en los exosomas de sobrenadante de esputo, y las proteinas en comun a los exosomas de
ambos tipos de muestras (3 proteinas), situadas en el area donde los dos circulos se superponen. Estas
3 proteinas compartidas por los exosomas de ambos tipos de muestras son: la subunidad B tipo 1 del
proteasoma (PSMB1,; del inglés, Proteasome subunit 3 type 1), la globulina fijadora de hormonas sexuales
(SHBG; del inglés, Sex Hormone Binding Globulin) y la butirilcolinesterasa, o simplemente colinesterasa
(BCHE; del inglés, Butyrylcholinesterase).

Col.

(O Exosomas obtenidos de suero (27)

(O Exosomas obtenidos de sobrenadante de esputo (316)

GENES CODIGOS UNIPROT NOMBRES DE LAS PROTEINAS
PSMB1 P20618 Subunidad B tipo-1 del proteasoma
SHBG P04278 Globulina fijadora de hormonas sexuales
BCHE P06276 Colinesterasa

Figura 21. Diagrama de Venn que expone visualmente los vinculos entre las proteinas de los exosomas obtenidos
de suero y de sobrenadante de esputo. La tabla incluye los nombres de las proteinas presentes en los exosomas de los
dos tipos de muestras, los codigos de las proteinas registrados en la base de datos UniProtkKB y los genes que codifican a
las proteinas. *Col., color.

Con el PCA de las muestras usadas para el estudio de proteinas de los exosomas de suero, se explico el
37,0% (dimensiones 1y 2) de la varianza total encontrada (figura 22A), mientras que con el PCA de las
muestras utilizadas para el examen de proteinas de los exosomas de sobrenadante de esputo, se
describié el 50,9% (dimensiones 1y 2) de la varianza total descubierta (figura 22B). En ambos casos, las
divergencias conforme a la PC2, del 11,9% (figura 22A) y del 19,9% (figura 22B) en las muestras, de
manera respectiva, dividieron claramente a las muestras de los dos grupos de pacientes con asma; las
muestras de pacientes con asma no eosinofilica se agruparon en la parte superior y las muestras de
pacientes con asma eosinofilica se situaron en la parte inferior.
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A) PCA - Muestras de exosomas aislados de suero B) PCA - Muestras de exosomas aislados de sobrenadante de esputo
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Figura 22. PCA de muestras de exosomas aislados de suero (A) y de sobrenadante de esputo (B) de pacientes con
asma eosinofilica'y no eosinofilica. *Col., color.

Por ultimo, se efectud un andlisis in silico de los procesos biolégicos en los que participan las proteinas.
Para ello, se emplearon las bases de datos (consideradas asimismo herramientas bioinformaticas al
proporcionar conocimiento sobre genes, proteinas y procesos bhiolégicos) GO, KEGG y Reactome. Los
diversos procesos bhioldgicos (p < 0,05) en los que estan involucradas las proteinas de los exosomas
purificados de suero (tabla anexa 10) y de sobrenadante de esputo (tabla anexa 11) se clasificaron en
diferentes categorias (figura 23). Esta categorizacion se fundamentd en la informacién de la clase para
los procesos biolégicos ofrecidos por la base de datos KEGG, la localizacién facilitada por el buscador de
vias para los procesos biolégicos exhibidos por la base de datos Reactome, o simplemente, en el nombre
para los procesos biolégicos revelados por la base de datos GO.

Dado su mayor numero, las proteinas de los exosomas de sobrenadante de esputo toman parte en una
cantidad superior de procesos biol6gicos distribuidos en una gama mas amplia de categorias que las
proteinas de los exosomas de suero (figura 23). Las proteinas de los exosomas de suero intervienen en
23 procesos biologicos que se reparten en 4 categorias (figura 23A), sobresaliendo especialmente la
categoria sistema inmune (78,26% [0 18/23] de los procesos hiolégicos) y teniendo la representacion mas
limitada la categoria hemostasia (4,35% [0 1/23] de los procesos bioldgicos). En cambio, las proteinas de
los exosomas de sobrenadante de esputo participan en 248 procesos bioldgicos que se disponen en
17 categorias (figura 23B); en este caso, la categoria metabolismo es la mas frecuente (20,16% [0 50/248]
de los procesos biologicos), mientras que la categoria procesamiento de la informacion genética se
muestra como la menos comun (0,40% [o 1/248] de los procesos biol6gicos).
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A) Proteinas de los exosomas purificados de suero B) Proteinas de los exosomas purificados de sobrenadante de esputo

=== Sistema inmune (78,26 %) w=  Metabolismo (20,16 %)
Transporte mediado por vesiculas (8,70 %) Ciclo celular (18,55 %)
Enfermedad (8,70 %) Transduccion de sefiales (10,89 %)

Sistema inmune (9,68 %)

Enfermedad (9,27 %)

Transporte (4,84 %)

Respuestas celulares a estimulos (3,63 %)
Biogénesis y mantenimiento de organulos (3,23 %)
== Biologia del desarrollo (3,23 %)

Biologia celular (2,82 %)

Motilidad celular (2,82 %)

Expresion génica (Transcripcion) (2,42 %)

Enzimas (2,42 %)

Localizacion (2,42 %)

Interacciones moleculares (1,61 %)

Muerte celular programada (1,61 %)
Procesamiento de la informacién genética (0,40 %)

Hemostasia (4,35 %)

Figura 23. Categorias en las que se organizan los procesos hiolégicos (p < 0,05 en los dos analisis) en los que
operan las proteinas de los exosomas purificados de suero (A) y de sobrenadante de esputo (B) de pacientes con
asma eosinofilica'y no eosinofilica. Junto a cada categoria, se especifica entre paréntesis el porcentaje de los procesos
bioldgicos que abarca la categoria.

Se elaboré un diagrama de Venn (figura 24) para demostrar de manera ilustrativa las conexiones entre
los procesos biolégicos en los que estan implicadas las proteinas de los exosomas obtenidos de suero y
de sobrenadante de esputo. En esta figura se aprecian los procesos biol6gicos distintos o exclusivos en
los que participan las proteinas de los exosomas de cada tipo de muestra, 22 procesos biologicos en los
actuan las proteinas de los exosomas de suero y 247 en los que estan involucradas las proteinas de los
exosomas de sobrenadante de esputo, y los procesos hiolégicos comunes en los que toman parte las
proteinas de los exosomas de ambos tipos de muestras (1 proceso biolégico), ubicado en la region de
solapamiento de los dos circulos. El proceso bioldgico coincidente en el que intervienen las proteinas de
los exosomas de ambos tipos de muestras es la sefalizacion del receptor FceRI, un receptor esencial en
el marco de la patologia asmatica, particularmente en el asma alérgica®°?.
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Col.

(O Exosomas obtenidos de suero (23)

(O Exosomas obtenidos de sobrenadante de esputo (248)

BASE DE DATOS CATEGORIA DEL PROCESO BIOLOGICO NOMBRE DEL PROCESO BIOLOGICO
Reactome Sistema inmune Seiializacion del receptor FceRI

Figura 24. Diagrama de Venn que pone de manifiesto de forma gréfica las relaciones entre los procesos bioldgicos
en los que estan implicadas las proteinas de los exosomas obtenidos de suero y de sobrenadante de esputo. La
tabla incorpora el nombre del proceso bioldgico compartido al que contribuyen las proteinas de los exosomas de suero y
de sobrenadante de esputo, el nombre de la base de datos que suministro el proceso biolégico y la categoria que identifica
al proceso bioldgico. *Col., color.

Como resumen y a la luz de estos resultados, se constatan diferencias en el contenido proteico de los
exosomas aislados de muestras de suero y de sobrenadante de esputo, tanto entre los dos fenotipos de
pacientes asmaticos estudiados, pacientes con asma eosinofilica y no eosinofilica, como entre ambos
tipos de muestras de las cuales se purifican estos exosomas. La variabilidad en el perfil proteico
observado en las muestras de exosomas sugiere que las proteinas diferenciales existentes en estas VEs
podrian jugar un papel como marcadores efectivos para discriminar entre fenotipos o condiciones
médicas, como la diferenciacién entre el asma eosinofilica y el asma no eosincfilica.
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Objetivo parcial 4. Descubrir y confirmar un perfil diferencial de miARNSs en suero y en tejido pulmonar de
sujetos con asma grave tratados y no tratados con GCOs, con el propésito de detectar y categorizar a los
individuos en estos fenotipos. Ademas, investigar la relacion entre los miARNSs diferenciales y la expresion
de genes en tejido pulmonar de sujetos con y sin diagndéstico de asma.

6.4. Resultados obtenidos al completar el objetivo parcial 4. Publicacién 3

6.4.1. Resumen del trabajo, contribucién personal de la doctoranda y presentacion de la
publicacién

El analisis mediante miARNs-seq demostré que existen 11 miARNs diferencialmente expresados
(p < 0,05) en suero entre pacientes con asma grave tratados y no tratados con GCOs, todos
sobreexpresados en los pacientes tratados con GCOs. La utilizacion de un PCA realizado con los valores
de expresion de estos miARNs posibilité una distincion clara entre los dos grupos. De los 11 miARNS, se
validaron 5 (hsa-miR-148b-3p, hsa-miR-221-5p, hsa-miR-618, hsa-miR-941 y hsa-miR-769-5p) por
RT-gPCR (p < 0,05), contemplando un aumento en sus niveles de expresion en los pacientes tratados
con GCOs. Se establecid una asociacion directa entre los valores de ACt de hsa-miR-148b-3p y de
hsa-miR-221-5p y el porcentaje de FEV1/FVC (p < 0,05). A excepcion de hsa-miR-148b-3p, los otros
4 miARNs podrian ser predictores univariantes aceptables (p < 0,05) segun los andlisis de las curvas
ROC. El modelo de regresién logistica multivariante 6éptimo para discernir entre el asma grave tratada y
no tratada con GCOs incluyé hsa-miR-221-5p y hsa-miR-769-5p (AUC = 0,77; p < 0,05). Ademas, el
analisis in silico reveld la participacion de estos 5 miARNs en vias clave en el asma (p < 0,05) y modulan
la expresion de genes como FOXO3 y PTEN (dianas de hsa-miR-148b-3p) y MAPK3 (diana de
hsa-miR-221-5p), confirmados en biopsias pulmonares.

En contraste, en biopsias pulmonares, solo se identificaron 3 miARNs (hsa-miR-144-3p, hsa-miR-144-5p
y hsa-miR-451a) con expresién diferencial (p < 0,05) entre ambos grupos, sobreexpresados en los
pacientes tratados con GCOs, validada mediante RT-gPCR, aunque sin significacion estadistica. Es
preciso destacar que, al comparar estos dos grupos de pacientes, ademas de la diferencia en el
tratamiento con GCOs (p < 0,0001 en suero y p < 0,01 en biopsias pulmonares), se observaron
disparidades en los niveles de IgE (KU/L) en suero y en el porcentaje de monocitos en biopsias
pulmonares (p < 0,05), siendo mas altos en los pacientes tratados con GCOs.

En definitiva, este trabajo evidencio diferencias en la expresion de 8 miARNs (hsa-miR-148b-3p,
hsa-miR-221-5p, hsa-miR-618, hsa-miR-941, hsa-miR-769-5p, hsa-miR-144-3p, hsa-miR-144-5p y
hsa-miR-451a) en suero y en biopsias pulmonares, entre pacientes con asma grave tratados y no tratados
con GCOs, sugiriendo su potencial como biomarcadores distintivos de estos fenotipos del asma.

Como estudiante de doctorado y coautora principal de este articulo original junto a Clara Lorente-Sorolla,
contribui en todas las etapas de la investigacion. Participé en la planificacién y la ejecucién de los
experimentos, en el analisis estadistico, en el tratamiento de los datos y en la interpretacién de los
resultados. Ademas, colaboré en la elaboracion del borrador inicial del manuscrito original y, con los
demas autores, en la correccién de este. Esta experiencia como primera autora me permitié fomentar
capacidades primordiales en la investigacion cientifica, comprendiendo desde la concepcion y la
realizacién de los experimentos hasta el analisis y la comprension de los resultados.
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Abstract: Nowadays, microRNAs (miRNAs) are increasingly used as biomarkers due to their po-
tential contribution to the diagnosis and targeted treatment of a range of diseases. The aim of
the study was to analyze the miRNA expression profiles in serum and lung tissue from patients
with severe asthma treated with oral corticosteroids (OCS) and those without OCS treatment. For
this purpose, serum and lung tissue miRNAs of OCS and non-OCS asthmatic individuals were
evaluated by miRNAs-Seq, and subsequently miRNA validation was performed using RT-qPCR.
Additionally, pathway enrichment analysis of deregulated miRNAs was conducted. We observed
altered expression by the next-generation sequencing (NGS) of 11 miRNAs in serum, of which five
(hsa-miR-148b-3p, hsa-miR-221-5p, hsa-miR-618, hsa-miR-941, and hsa-miR-769-5p) were validated
by RT-qPCR, and three miRNAs in lung tissue (hsa-miR-144-3p, hsa-miR-144-5p, and hsa-miR-451a).
The best multivariate logistic regression model to differentiate individuals with severe asthma, treated
and untreated with OCS, was to combine the serum miRNAs hsa-miR-221-5p and hsa-miR-769-5p.
Expression of hsa-miR-148b-3p and hsa-miR-221-5p correlated with FEV;/FVC (%) and these altered
miRNAs act in key signaling pathways for asthma disease and the regulated expression of some genes
(FOXO3, PTEN, and MAPK3) involved in these pathways. In conclusion, there are miRNA profiles
differentially expressed in OCS-treated individuals with asthma and could be used as biomarkers of
OCS treatment.
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1. Introduction

Asthma is a heterogeneous disease of the lower airways that affects approximately
300 million people worldwide [1]. Chronic airway inflammation as well as airway damage
and remodeling are hallmark features of the disease and induce bronchial hyper-reactivity
and variable expiratory airflow limitation [2]. Individuals with asthma exhibit a broad
spectrum of disease severity. Severe asthma, defined as that which requires treatment
with high-dose inhaled corticosteroids plus a second controller and/or systemic corticos-
teroids [3], affects about 5-10% of the asthmatic population, and is associated with increased
mortality and morbidity, diminished quality of life, and greater health expenditure [4].

The pathophysiology of asthma is highly complex, comprising distinct phenotypes
and endotypes [5]. In addition, a broad range of triggers including environmental risk
factors, genetic polymorphisms, and epigenetic changes contribute to the onset of asthma,
variations in phenotypes, and response to steroid treatment [6]. Severe asthma comprises
two predominant inflammatory endotypes: Type 2 (T2)-high and T2-low disease [7]. T2-
high asthma is more severe and difficult to treat, and many patients with this endotype
require high-dose treatments and/or biological therapy for better control of the symptoms
and exacerbations, and to avoid adverse reactions caused by the administration of oral
corticosteroids (OCS) [8,9].

To help guide the selection of treatment in patients with severe asthma, currently avail-
able biomarkers such as peripheral blood and induced sputum eosinophil count, fraction of
exhaled nitric oxide (FeNO) level, and immunoglobulin-E (IgE) levels have been used [10].
However, interest in using microRNA (miRNA) profiles as biomarkers for diseases is
currently on the rise [11]. These small, single-stranded, non-coding RNA molecules [12]
participate in the regulation of gene expression by inhibiting protein translation [13] and
are useful as biomarkers as they are stable and disease-related particles [14]. Previous
studies have demonstrated that miRNAs hold great potential as asthma mediators and
biomarkers and can further be of use in asthma endotyping and phenotyping, thereby mak-
ing it possible to offer personalized therapies for patients [15,16]. Among them, Mirra et al.
recently identified a new expression profile of circulating miRNAs including a member of
the miR-181 family, related to lung inflammation, which could be used as a clinical marker
of bronchial asthma and response to pharmacological treatment [17].

The aim of this study was to search for a profile of differentially expressed miRNAs
between individuals with severe asthma receiving OCS treatment versus those without
OCS therapy using next-generation sequencing (NGS). The miRNAs found could serve
as lung-tissue or systemic biomarkers of oral corticosteroid treatment and facilitate the
selection of the most appropriate management approach.

2. Results
2.1. Characteristics of the Study Population

Descriptive data reflecting the demographic, inflammatory, functional, and clinical
characteristics of all individuals studied are summarized in Tables 1 and 2. The subjects
were distributed into two different analyses: 20 OCS-treated versus (vs.) 26 non-OCS-
treated severe asthmatics (serum samples analysis) and six OCS-treated vs. seven non-OCS-
treated asthmatic subjects (lung biopsy samples analysis).

As shown in Table 1, regarding inflammatory parameters, the OCS-treated and non-
OCS-treated severe asthmatics from which serum samples were used had significant
differences in IgE levels (366.0 and 96.8 IU, p < 0.05). Additionally, as expected, we
observed significant differences in treatment with systemic corticosteroids (p < 0.0001).
Other characteristics (i.e., demographic, inflammatory, functional, clinical) did not present
statistically significant differences.
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Moreover, comparing the treated and non-treated with OCS groups in the analysis
of lung biopsy samples (Table 2), the only significant differences were detected in the
percentage of monocytes (10.0% vs. 5.9%, p < 0.05) and, as planned, in the oral corticosteroid

treatment (p < 0.01).

Table 1. Demographic, inflammatory, functional, and clinical characteristics of the study subjects

(serum sample analysis).

OCS-Treated

Non-OCS-Treated

(n = 20) (n = 26) p-Value
Age (years) 54.5 (44.3-59.5) 53.0 (42.8-61.3) N.S.
Sex (%) Female 17 (85.0%) 23 (88.5%) N.S.
BMI 26.7 (23.1-30.4) 28.7 (24.2-33.4) N.S.
Smokers 1 (5.0%) 4/25 (16.0%) N.S.
Smoking habit (%) Passive 2 (10.0%) 2/25 (8.0%) N.S.
Ex-smokers 7 (35.0%) 9/25 (36.0%) N.S.
Non-smokers 10 (50.0%) 10/25 (40.0%) N.S.
Blood eosinophils (cells/pL) * 300.0 (100.0-500.0) 300.0 (200.0-525.0) N.S.
Sputum eosinophils (%) * 0.0% (0.0-35.0) 3.1% (2.0-22.1) N.S.
Atopy (%) 12 (60.0%) 17 (65.4%) N.S.

IgE (1U) * 366.0 (110.0-690.0) 96.8 (36.6-285.8) *

FEV,/FVC (%) * 67.4% (£15.9) 73.3% (£23.5) N.S.
FeNO (ppb) * 23.0 (13.5-78.3) 32.0 (13.8-62.0) N.S.
Exacerbations (%) 17 (85.0%) 16 (61.5%) N.S.
Severe 20 (100.0%) 26 (100.0%) N.S.
Severity (%) Moderate 0 (0.0%) 0 (0.0%) N.S.
Mild 0 (0.0%) 0(0.0%) N.S.
Intermittent 0 (0.0%) 0 (0.0%) N.S.
ACT# 16.8 (£5.9) 17.2 (£5.5) N.S.
ICS and LABA (%) 20 (100.0%) 26 (100.0%) N.S.
Systemic corticosteroid (%) 20 (100.0%) 0 (0.0%) R

Results are expressed as # mean (& SD) or * median (IQR); N.S., non-significant; ****, p < 0.0001; *, p < 0.05; BMI,
body mass index; FEVy, forced expiratory volume measured during the first second; FVC, forced vital capacity;
FeNO, fractional exhaled nitric oxide; ppb, parts per billion; ACT, asthma control test; ICS and LABA, inhaled
corticosteroids and long-acting (32-agonists; OCS, oral corticosteroids.

Table 2. Demographic, inflammatory, and clinical characteristics of the study subjects (lung biopsy

sample analysis).

OCS-Treated

Non-OCS-Treated

(n=6) (n=7) p-Value
Age (years) * 63.0 (56.8-66.3) 34.0 (27.0-74.0) N.S.
Sex (%) Female 3 (50.0%) 1(14.3%) N.S.
Smokers 1 (16.7%) 1/6 (16.7%) N.S.
Smoking habit (%) Ex-smokers 3 (50.0%) 4/6 (66.7%) N.S.
Non-smokers 2 (33.3%) 1/6 (16.7%) N.S.
Neutrophils (%) * 61.9% (50.3-72.5) 83.6% (70.6-89.5) N.S.
Lymphocytes (%) * 24.1% (16.5-35.5) 8.7% (5.9-16.5) N.S.

Monocytes (%) *

10.0% (8.9-12.2)

5.9% (4.4-9.0)

*
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Eosinophils (%) * 2.1% (0.3-3.0) 0.5% (0.1-3.1) NS.
Basophils (%) t 0.4% (0.3-0.7) 0.2% (0.1-0.5) NS.
Atopy (%) 1 (16.7%) 1(14.3%) NS.

OCS (%) 6 (100.0%) 0 (0.0%) o

Results are expressed as * median (IQR); N.S., non-significant; **, p < 0.01; *, p < 0.05; OCS, oral corticosteroids.

2.2. MiRNA Profile in Serum Samples

Analysis of the data obtained by NGS (miRNAs-seq) showed 11 differentially ex-
pressed serum miRNAs (hsa-miR-148b-3p, hsa-miR-221-5p, hsa-miR-618, hsa-miR-200b-3p,
hsa-miR-548], hsa-miR-200a-3p, hsa-miR-941, hsa-miR-181d-5p, hsa-miR-769-5p, hsa-miR-
133a-3p, and hsa-miR-3614-5p) between the OCS-treated and non-OCS-treated patients with

severe asthma (adjusted p < 0.05) (Figure 1a). All of these 11 miRNAs were overexpressed
in the OCS-treated subjects.
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Figure 1. miRNA expression profile in the serum samples from asthmatic patients. (a) Heatmap
of differentially expressed serum miRNAs between the OCS-treated and non-OCS-treated patients
with severe asthma (adjusted p < 0.05; Log2 fold change >1.5). (b) Principal component analysis
(PCA) of severe asthmatic serum samples showing the two different treatment groups (OCS-treated
vs. non-OCS-treated severe asthmatics). (c) RT-qPCR validation of the differentially expressed serum
miRNAs between OCS-treated and non-OCS-treated individuals with severe asthma. 27A4Ct
are represented in the graph (**, p < 0.01; *, p < 0.05).

values

When PCA was performed using the miRNA expression values, the results revealed
that both groups were clearly differentiated (Figure 1b).
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After the miRNAs-Seq analysis, RI-qPCR validation of miRNAs was performed in
a larger cohort of serum samples. Of the 11 differentially expressed miRNAs obtained
by miRNAs-Seq between the OCS-treated and non-OCS-treated individuals with severe
asthma, we found significantly increased levels in five of them (hsa-miR-148b-3p, hsa-
miR-221-5p, hsa-miR-618, hsa-miR-941, and hsa-miR-769-5p) in the OCS-treated patients
(Figure 1c). Hsa-miR-3614-5p was not detected by RT-qPCR, and the remaining miRNAs
evaluated did not reach statistical significance (Figure 1c).

These results confirm that serum hsa-miR-148b-3p, hsa-miR-221-5p, hsa-miR-618,
hsa-miR-941, and hsa-miR-769-5p were differentially expressed miRNAs between the OCS-
treated and non-OCS-treated subjects with severe asthma, suggesting that these could serve
as markers of treatment.

2.3. MiRNAs Correlation and Signaling Pathways

In order to establish some relation between the expression levels of these serum
miRNAs (ACt) and different clinical characteristics, we performed correlation analyses. We
observed a significant direct correlation between FEV; /FVC and hsa-miR-148b-3p in the
two groups (correlation coefficient (r) = 0.63 for the OCS-treated patients with severe asthma
or correlation coefficient (r) = 0.59 for non-OCS-treated subjects with severe asthma) and hsa-
miR-221-5p among the OCS-treated individuals with severe asthma (correlation coefficient
(r) = 0.56) (Figure 2a). Since there is a correlation between FEV; /FVC and hsa-miR-221-5p
in the OCS-treated severe asthmatics, it can explain the difference in treatment between the
two groups, whereas, since FEV; /FVC correlated with hsa-miR-148b-3p in both groups, we
can say that, in this case, there is no explanation for the difference in treatment, but there
was a link with asthma pathology. Furthermore, despite not being a result of statistical
significance, it is worth noting the opposite trend between the groups of the OCS-treated
and non-OCS-treated asthmatic individuals, in the correlation of hsa-miR-148b-3p with the
FeNO levels, perhaps because OCS treatment modified the FeNO/miR-148b-3p relation.

(b)

Hsa-miR-148b-3p | Hsa-miR-221-5p
CLINICAL PARAMETERS OCSs Non OCS | OCS |Non OCS
Peripheral blood eosinophils (cells/mm*3) | -0.009 -0.04 -0.12 -0.44
IgE (kU/L) -0.43 0.08 -0.36 0.14
FEV1/FVC (%) 0.63 0.59 0.56 0.23
FeNO -0.31 0.36 -0.22 0.08
Last year exacerbations (N°) -0.002 -0.22 -0.03 -0.30
Asthma control test (ACT) 0.01 -0.29 -0.01 -0.27
Continuous miRNAs
miRNAs in the logistic model
- - 221-5p
£ —- 769-5p
3‘§ B — 221-Bp + 769-5p
(% ; N
021 : Model AIC__ AUC (95%Cl) Sens. Spec. H-L
042 . ‘ Hsa-miR-221-5p 38.7 0.75(0.58,0.92) 0.50 0.68 0.044
0 06 08 1 Hsa-miR-769-5p 38.9 0.72(0.55,0.90) 0.64 0.63 0.538
1 - Specificity Hsa-miR-221-5p + Hsa-miR-769-5p 37.6 0.77 (0.60,0.93) 0.50 0.74 0.178

Figure 2. Correlation analyses and the ROC curves of differentially expressed serum miRNAs.
(a) Table showing the correlation coefficient (r) between the distinct clinical parameters and serum
miRNA expression levels. Red color intensity indicates a higher negative correlation, whereas green
color intensity shows higher positive correlations. Bold and underlined values were statistically
significant (p < 0.05). (b) ROC curves and multivariate logistic regression models (continuous
predictors) of serum hsa-miR-221-5p and hsa-miR-769-5p. Bold values indicate an AUC over 0.70.
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ROC curves were generated, and we calculated the areas under the curve (AUC).
Multivariate logistic regression models (continuous predictors) were created for better
discrimination of the OCS-treated and non-OCS-treated patients with severe asthma (Sup-
plementary Table S1). Hsa-miR-221-5p and hsa-miR-769-5p showed AUC values of 0.75 and
0.72, respectively, indicating that both are acceptable as univariate predictors. Furthermore,
when both serum miRNAs were combined, the AUC was even better (AUC = 0.77), as
this was the best multivariate logistic regression model for differentiating OCS-treated and
non-OCS-treated severe asthmatics (Figure 2b).

When an in silico analysis was carried out to determine their involvement in the biolog-
ical processes with the differently expressed miRNAs, we determined that these miRNAs
are involved in the regulation of several crucial asthma pathways, which are extracellular
matrix (ECM)-receptor interaction, fatty acid biosynthesis, steroid biosynthesis, the Hippo
signaling pathway, and adherens junction (Figure 3a). As TGFRB1, FOXO3, and PTEN are
target genes of hsa-miR-148b-3p, and MAPK3 is the objective gene of hsa-miR-221-5p, all
are involved in the signaling pathways related to asthma disease. The RT-qPCR assay was
conducted in lung tissue samples from asthmatic patients and healthy subjects, revealing
that FOXO3, PTEN, and MAPK3 were significantly increased in asthmatic individuals
compared to the controls (Figure 3b).
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Figure 3. In silico pathway analysis, gene expression, and correlation data of serum miRNA results.
(a) Graph showing enrichment (as —log p value) of the signaling pathways obtained using the
DIANA-miRPath v3.0 bioinformatic tool. (b) RT-qPCR in the lung biopsies of target genes of the
differentially expressed serum miRNAs (hsa-miR-148b-3p and hsa-miR-221-5p). GAPDH was used
as a housekeeping gene (*, p < 0.05). (c) The relative miRINA expression of hsa-miR-221-5p (ACt)
correlated directly with MAPK3 in the lung tissue samples (p < 0.05). (d) Correlation graphs of hsa-
miR-221-5p in the lung biopsy samples with blood eosinophil percentage (%) in different population
groups (asthmatic individuals and total subjects) (p < 0.05). Dots (red and green) are individual
values, black dashed line indicates error bars and red/green solid line shows linear regression.

Furthermore, to verify the association between miRNAs and the expression levels
of their respective target genes (ACt), correlation analyses were carried out. We found a
significant positive correlation for the total population between hsa-miR-221-5p and their
target gene, MAPK3 (Spearman r = 0.35) (Figure 3c).
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Finally, we examined the relation between the miRNA expression levels and eosinophil
counts. We showed a statistically significant direct correlation between hsa-miR-221-5p
with the percentage of eosinophils in the different population subsets (i.e., total subjects
and asthmatic individuals) (Figure 3d).

2.4. MiRNA Profile in Lung Samples

Therefore, validated serum miRNAs were analyzed in the target tissue of asthma
disease. We found no statistically significant differences in the expression of these miRNAs
in the lung biopsies. For this reason, we decided to conduct miRNA-Seq in these samples
from asthmatic patients in order to understand the miRNA profile in lung tissue. Here,
three miRNAs were differentially expressed between the OCS-treated and non—OCS-treated
asthmatics (g > 8). Hsa-miR-144-3p, hsa-miR-144-5p, and hsa-miR-451a were overexpressed
in the OCS-treated patients (Figure 4).

250,000 *
= 200,000 Non-OCS-treated
$ 150,000 OCS-treated
£ 100,000
50,000

- *

4000 T *
3000
2000
1000

NOlseq values

aR N N2
A

Figure 4. miRNA expression profile in the lung tissue biopsies from asthmatic individuals. Graph
showing the mean NOIseq values obtained after miRNAs-Seq bioinformatic analyses (*, g > 0.8).

We then performed RT-qPCR on asthmatic lung biopsies from a larger cohort to
validate the miRNAs obtained by sequencing analysis. None of the three miRNAs were
validated, however, we observed a similar expression tendency in OCS-treated asthmatic
patients (2744t for each hsa-miR: 144-3p = 6.5, 144-5p = 5.2 and 451a = 2.0), as obtained in
miRNA-Seq.

3. Discussion

This article draws on data from a comprehensive study of the miRNAs differently
expressed by NGS in the serum (of which 5 were validated: hsa-miR-148b-3p, hsa-miR-221-
5p, hsa-miR-618, hsa-miR-941, and hsa-miR-769-5p) and in lung tissue (hsa-miR-144-3p,
hsa-miR-144-5p and hsa-miR-451a) between the OCS-treated and non-OCS-treated pa-
tients. These miRNNAs could be used as epigenetic biomarkers to distinguish individuals
with severe asthma under OCS treatment, although we do not know whether this miR-
NAs alteration is due to treatment or a characteristic of patients that need OCS in their
asthma control.

Asthma is a heterogeneous disease comprising different phenotypes and endotypes,
and as a result, patient stratification by inflammatory endotype is a central component
of the algorithm used to assess and manage severe disease [18,19]. Identification and
application of biomarkers used to identify phenotypes and endotypes of severe asthma and
guide therapeutic strategy is of increasing interest to clinicians, as individual approaches to
disease management and personalized medicine are imperative [20]. The severe asthma
endotype is currently defined by biomarkers of varying accuracy including blood and
sputum eosinophils, periostin, FeNO, and IgE for T2 asthma [16,21,22]. As reported in the
literature, we found that serum samples of OCS-treated asthmatic patients had elevated
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IgE levels compared to the non-treated asthmatics [23]. Here, it is worth mentioning that
the expression of biomarkers may be modified or even suppressed by pharmacological
treatment (i.e., oral corticosteroids for blood eosinophils), making it advisable to examine
biomarkers in combination. For example, we observed that the combination of two serum
miRNAs used as biomarkers (hsa-miR-221-5p and hsa-miR-769-5p) resulted in a better
AUC than when these were analyzed individually, suggesting that the profile of these two
miRNAs was greater than using them separately.

Biomarkers are promising tools for the recognition and management of non-adherence
to inhaled and oral corticosteroid therapy in asthma and can help to identify potential
responders to therapeutic options, thus enabling their use as predictors of treatment re-
sponse [24]. In recent years, miRNAs have been proposed as diagnostic and prognostic
biomarkers for diseases [25]. NGS is a valuable technique in these efforts and can be
employed for whole genome analysis including mRNA and small RNA expression such
as miRNAs [26]. Our group previously used NGS to describe 15 miRNAs differentially
expressed between eosinophilic and non-eosinophilic asthmatic patients, two of which
were validated and could serve as instruments to classify patients into different pheno-
types/endotypes [15]. In addition, hsa-miR-144-3p was previously described by our group
to present an increase in miRNA levels in corticosteroid treated subjects by RT-qPCR [27],
which validates the result obtained in miRNAs-Seq from the lung biopsy samples of asth-
matics.

In this study, we found different profiles of miRNAs in the serum and lung tissue.
Dysregulation of hsa-miR-148b-3p, hsa-miR-221-5p, hsa-miR-618, hsa-miR-941, hsa-miR-
769-5p, hsa-miR-144-3p, hsa-miR-144-5p, and hsa-miR-451a has been previously associated
with different aspects of asthma pathogenesis and/or other respiratory diseases [28-32].
Nevertheless, these profiles have never been described as indicators of treatment. These
miRNAs could be relevant molecules with implications for the phenotypic distinction of
patients based on whether they are treated or untreated and may be indicated for use in
asthma pathogenesis, since they were significantly correlated with clinical parameters.
Interestingly, we found different miRNA profiles in asthmatics regarding the sample origin,
which underscore the roles of these molecules as epigenetic regulators, as found in previous
studies of miRNA tissue specificity [33].

Furthermore, we observed an enrichment in the ECM-receptor interaction pathway,
which is widely associated with asthma due to the central role it plays in the development
of airway inflammation and remodeling associated with asthma [2]. Moreover, miRNAs
have been shown to affect the expression of multiple genes directly or indirectly, and for
this purpose, we studied target genes related to differential miRNA expression. Here,
FOXO3, PTEN, and MAPK3 exhibited increased expression in asthmatic samples, which
correlated with the miRNA expression studied, which emphasizes the implication of
these inflammatory genes in the disease, as previously described by others [34-36]. In
addition, in this study, we observed a positive correlation between hsa-miR-221-5p and
MAPK3, its target gene, instead of detecting, as usual, an inverse miRNA-target gene
correlation. Given that miRNAs generally behave as silencers of their target mRNAs, a
possible explanation would be that miRNA-mRNA relationships are complex, and the
lung tissue samples in which they have been studied differ from each other (influence of
genetic and/or environmental factors), while there may be other miRNAs involved in the
modulation of a particular mRNA (MAPK3 mRNA), and there could also be interaction
of other target genes of this miRNA (hsa-miR-221-5p) that could be inhibitors of MAPK3,
in this case, remarking the intricacy of miRNA-mRNA post-transcriptional regulation in
whole tissue.

One of the main limitations of this study is the lack of the same-subject pre-treatment
samples, which made it impossible to determine whether the difference in the miRNA
profiles between the groups of patients treated with OCS therapy was a consequence of
the treatment (reflects treatment response) or if, in contrast, the existence of differentially
expressed miRNAs between the groups was a baseline characteristic of the disease and
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selected the treatment. Another limitation is the low number of lung biopsy samples
available from asthmatic patients and, in fact, some of these samples were derived from
individuals with other severe lung pathology, which could probably explain the reason
why no significant differences were observed. Due to the limited number of analyzed lung
biopsy samples available from the asthmatic patients, it is a preliminary level study in
this case. Finally, it would be very interesting to evaluate the levels of protein expression
by ELISA of the genes regulated by two of the altered miRNAs (hsa-miR-148b-3p and
hsa-miR-221-5p) in this study.

4. Materials and Methods
4.1. Study Subjects and Sample Collection

Serum samples were obtained from 46 subjects with a severe asthma diagnosis who
were recruited from allergy and pulmonology units of a series of hospitals in Spain; from
these, we selected samples from 20 patients undergoing treatment with OCS and 26 not
receiving OCS. MiRNA-sequencing (miRNA-Seq) was performed on serum samples from
six of the OCS-treated and seven non-OCS-treated patients, respectively. Of the remaining
33 samples, 14 of those obtained from OCS-treated and 19 from non-OCS-treated subjects
were included for miRNA validation by means of quantitative real-time polymerase chain
reaction (qQPCR). Descriptive data representing the demographic, inflammatory, functional,
and clinical characteristics of the study subjects were collected.

All patients were participants in the MEGA project, which studies a cohort of asth-
matic individuals with varying grades of severity [37]. The inclusion criteria were as
follows: (i) acceptance to participate by providing signed informed consent; (ii) asthma
diagnosis following the 2021 GINA criteria [38]; and (iii) age between 18 and 75 years. The
definition of OCS-treated and non-OCS-treated severe asthmatic was established based on
their treatment.

The study was conducted in accordance with the tenets of the Declaration of Helsinki,
and the protocol was approved by the participating hospital ethics committees.

In addition, we analyzed the lung biopsy samples and relevant descriptive data
corresponding to 13 asthmatic patient donors; these were also subdivided depending on
whether the individuals were treated with OCS (OCS-treated) or not (non-OCS-treated).
Furthermore, we had 20 lung biopsy samples from the control subjects, required for
the gene expression analysis in lung tissue. Lung biopsy samples from these asthmatic
patients and control individuals were provided by the CIBERES Pulmonary Biobank
Consortium (PT13/0010/0030), a network currently formed by 12 tertiary Spanish hospitals
(www.ciberes.org, accessed on 10 January 2023) detailed in the Acknowledgements section,
and integrated in the Spanish National Biobanks Network. Lung biopsies were processed in
accordance with the standard operating procedures, and subsequent approval was granted
for processing by the local ethics and scientific committees.

Serum samples were obtained by blood clotting in anticoagulant-free tubes and subse-
quent centrifugation at 3000 rpm for 10 min at 4 °C and stored at —80 °C until use. Lung
tissue samples were preserved in the RNAlater stabilization solution at —80 °C until use.

4.2. Library Preparation, MiRNAs-Seq, Bioinformatic Analysis

Serum RNA (including miRNAs) was extracted from 200 pL of serum using the
miRNeasy Serum/Plasma Advanced Kit (Qiagen, Hilden, Germany), as indicated by the
manufacturer. Lung tissue RNA was purified using the QIAzol Lysis Reagent (Qiagen,
Hilden, Germany), followed by the application of the acid guanidinium thiocyanate-phenol-
chloroform extraction method [39]. In all cases, the RNA enriched in miRNAs was eluted
by adding 20 pL of RNase-free water.

Then, small RNA (miRNA-enriched RNA) was converted to Illumina sequencing
libraries using the NEXTFLEX® Small RNA-Seq Kit v3 (Bioo Scientific Corporation, Austin,
TX, USA), strictly according to the manufacturer’s instructions. The size profile of the indi-
vidual libraries was quantified using High Sensitivity D1000 Screentape on a 4200 TapeSta-
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tion System (both Agilent, Santa Clara, CA, USA). Quantified libraries were sequenced on
an Illumina MiniSeq 550 platform (Illumina, San Diego, CA, USA) using a MiniSeq 500/550
75-Cycle High Output Kit.

Bioinformatic analyses including quality control, pre-processing, and statistical analy-
sis of small RNA-Seq data were carried out by the Bioinformatics Unit of IIS-Fundacion
Jiménez Diaz. Adaptor removal and trimming of raw reads were performed using Cu-
tadapt [40] by following the instructions for the NEXTflex small RNA-Seq Kit. Adaptor-
trimmed reads between 17 and 25 nt were retained and aligned to the reference genome
(GRCh38 assembly) using Bowtie2 [41]. Mapping of reads to known miRNAs was per-
formed with HTSeq-count? [42] using mature miRNA annotation retrieved from the miR-
Base database (miRBase v22). Raw miRNA counts across samples were normalized by
sequencing depth and RNA composition using the trimmed mean of M-values (TMM)
function from the NOISeq Bioconductor R package [43]. Subsequent principal component
analysis (PCA) on normalized and scaled values was applied using the prcomp function
from the R stats package [44]. Comparison of the normalized expression levels across
groups was performed following two alternative methods for testing differential expres-
sion in the sequencing data: NOISeq [43] and DESeq2 [45]. Fold-change and p-values
adjusted by false discovery rate (FDR) were calculated and used to identify significant
differentially expressed miRNAs. MiRNAs were considered biologically relevant if they
were differentially expressed (adjusted p < 0.05) and presented a Log?2 fold change >1.5
between two groups, or if g > 0.8 in the case of NOISeq.

4.3. RT-gPCR and Pathway Enrichment Analyses

For validation of the miRNA-Seq results or the expression analysis of the validated
miRNAs, 4 uL of serum miRNA samples or 30 ng of lung tissue miRNA-enriched RNA
were reverse transcribed to cDNA using the miRCURY LNA RT Kit (Qiagen), following
the manufacturer’s protocol. The synthetic miRNAs SP6 and cel-miR-39-3p were used
to control for correct reverse transcription. The cDNA obtained was stored at —20 °C
until use. Then, miRNA expression was evaluated by qPCR using the miRCURY LNA
SYBR Green PCR Kit (Qiagen), as indicated in the instructions. For this purpose, we used
3 uL of cDNA from the serum or lung tissue miRNAs diluted 1:60 or 1:30, respectively,
in RNase-free water. Based on the results of the miRNA-Seq, the probes (Qiagen) used
for the validation analysis of miRNAs in the serum and lung tissue were the following;:
hsa-miR-148b-3p, hsa-miR-221-5p, hsa-miR-618, hsa-miR-200b-3p, hsa-miR-548I, hsa-miR-
200a-3p, hsa-miR-941, hsa-miR-181d-5p, hsa-miR-769-5p, hsa-miR-133a-3p, hsa-miR-451a,
hsa-miR-144-3p, and hsa-miR-144-5p. Additionally, hsa-miR-103a-3p, hsa-miR-191-5p, SP6,
cel-miR-39-3p, and U6 (Qiagen) were selected as housekeeping miRNAs. All samples
were run in triplicate, and reactions were performed in a Light Cycler® 96 thermocycler
(Roche, Basel, Switzerland). Cycle threshold (Ct) values were analyzed with LightCycler®
96 SW 1.1 (Roche) software and miRNA expression was calculated by normalizing to the
endogenous miRNA controls by applying the 2-8Ct method [46], where ACt = Ctyirna —
Cthousekeeping miRNAs- 1he relative quantification of differences in expression (RQ = 2-AACt,
where AACt = ACtocs treated — ACtnon-OCS-treated) Was carried out by the AACt method [46].

For gene expression analysis in lung tissue, 500 ng of RNA quantified by a Nanodrop
ND-1000 spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) was reverse
transcribed using the High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA), followed by qPCR according to the manufacturer’s guidelines
on a StepOne Real-Time PCR System (Applied Biosystems). TagMan™ gene expression
probes were purchased for TGFBR1, FOXO3, PTEN, MAPK3, and GAPDH using TagMan™
Gene Expression MasterMix (Applied Biosystems). Gene expression was calculated by
normalizing to the endogenous gene GAPDH control by applying the 22t method as
previously reported (RQ = 2-AACt where AACt = ACtygthmatics — AClthealthy subjects) [46]-

In order to identify target genes linked to asthmatic pathology of hsa-miR-148b-3p,
hsa-miR-221-5p, hsa-miR-618, hsa-miR-941, and hsa-miR-769-5p, differentially expressed
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miRNAs in the serum between the OCS-treated and non-OCS-treated patients with severe
asthma, pathway enrichment analysis of dysregulated miRNAs was performed using the
DIANA-miRPath v3.0 bioinformatic online resource [47]. Relevant pathways for asthma
disease were represented when a p-value < 0.05, and the related genes were analyzed by
RT-PCR, as previously mentioned.

4.4. Statistical Analysis

Statistical analyses and graphs were created with GraphPad Prism® v6-8.0 (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, USA) and R software® v4.1.0 [44] (R Foundation for Statistical
Computing, Vienna, Austria).

Results are shown as the mean (standard deviation, SD) or median (interquartile
range, IQR) values. For all statistical analyses, differences showing p < 0.05 were considered
significant. Normality was analyzed by means of the Shapiro-Wilk test. For continuous
variables, comparisons of normally distributed data between non-paired groups were
performed via an unpaired f test (equal SD) and ¢ test with Welch’s correction (different
SD), and non-normally distributed data and non-paired groups were compared by the
Mann-Whitney test.

Additionally, correlations between the miRNA expression levels (ACt) and some
clinical parameters (quantitative variables) were estimated by Spearman (non-normally
distributed data) or Pearson (normally distributed data) correlation; the Fisher exact test
was applied to a 2 x 2 contingency table to test the null hypothesis of the independence
of groups and some clinical characteristics (qualitative variables). Finally, the expression
profile (ACt) of each differentially expressed miRNA was used to create receiver operator
characteristic (ROC) curves, and logistic regression models were developed to evaluate the
performance of miRNA as biomarkers; an area under the curve (AUC) of 0.7 indicated an
acceptable biomarker.

5. Conclusions

In summary, we describe the significant differences in the expression of eight miRNAs,
hsa-miR-148b-3p, hsa-miR-221-5p, hsa-miR-618, hsa-miR-941, hsa-miR-769-5p, hsa-miR-
144-3p, hsa-miR-144-5p, and hsa-miR-451a (the first five in serum and the last three in
lung tissue). These miRNAs could be used as biomarkers of oral corticosteroid treatment,
allowing for the differentiation of patients treated with OCS from the patients not treated
with OCS.
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Resultados

Objetivo parcial 5. Estudiar la expresion de los miARNs derivados del objetivo previo en suero y en tejido
pulmonar de individuos con y sin diagnéstico de asma para encontrar biomarcadores especificos de la
enfermedad.

6.5. Resultados logrados del desarrollo del objetivo parcial 5

6.5.1. Examen de la expresion de los miARNs en suero y en tejido pulmonar

Se evalud la expresion de los 5 miARNs con expresion diferencial (p < 0,05) en suero entre pacientes con
asma grave tratados y no tratados con GCOs, previamente validados. Esto se llevé a cabo por RT-gPCR
en suero de pacientes asmaticos, pacientes con asma grave tratados o no tratados con GCOs, y de
individuos donantes voluntarios sanos (grupo control). También se analizé la expresion de estos miARNs
en biopsias pulmonares de sujetos asmaticos y de individuos control (sin diagndstico de asma).

6.5.1.1. Caracteristicas de los sujetos asmaticos y de los individuos sin asma incluidos en el
andlisis de la expresiéon de los miARNs en suero

Las caracteristicas demograficas y clinicas de los sujetos se detallan en la tabla 16.

Tabla 16. Caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes con asma grave, tanto tratados como no

tratados con GCOs, y de los individuos donantes voluntarios sanos (grupo control).

CARACTERISTICAS ASMALTICOS CONT_ROLES P-VALORES
(n =33) (n =19)
Edad (afios)? 52 (43,5-58) 27 (25,8-29,5) il
Hombre 6 (18,2%) 9 (47,4%)
Sexo (%) Mujer 27 (81,8%) 10 (52,6%) NS
IMC (Kg/m?)" 28,9 (£ 6,7) 23,6 (£ 1,3) ik
Obesidad (%) 14 (42,4%) 0/9 (0%) *
Fumador activo 5 (15,2%) 1/18 (5,6%) NS
- A Fumador pasivo 3 (9,1%) 0/18 (0%) NS
Habito tabaquico (%) Exfumador 12 (36,4%) 1718 (5,6%) .
No fumador 13 (39,4%) 16/18 (88,9%) i
Eosindfilos en sangre periférica (células/mm?3)* 300 (195-500) | 300 (100-500) NS
Eosindfilos en esputo inducido (%)t 3,4% (2-40) 0% (0-0) -
Atopia (%) 19 (57,6%) 3/15 (20%) *
IgE (KU/L)t 200 (63,1-606,5) | 10 (9,6-140) NS
FEV1/FVC (%)" 69,9% (£ 23) 81,6% (£ 2,5) a
FeNO (ppb)f 26 (12-58,8) 12 (6,7-15,5) NS
Exacerbaciones en el afio anterior (%) 24 (72,7%) 0/5 (0%) *x
Exacerbaciones en el afio anterior (nUmero)t 2 (0-3) 0 (0-0) -
Tratamiento con GCIs y LABAS (%) 33 (100%) 0/7 (0%) Fhkk
Tratamiento con GCOs (%) 14 (42,4%) 0/7 (0%) NS

Los resultados se muestran como: “X (+ DE) o TMediana (IQR). Los resultados estadisticamente significativos se
resaltan en negrita. *-, Imposible de hacer (presencia de 0); ****, p < 0,0001; ***, p < 0,001; **, p < 0,01; *, p < 0,05.

Con relacién a los parametros poblacionales (tabla 16), se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre los dos grupos en todas las caracteristicas demograficas (edad, IMC, obesidad [%] y
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hébito tabaquico [%]), a excepcién del sexo. La mediana de edad (afios) en los sujetos asmaticos es
aproximadamente el doble que la de los individuos control (p < 0,0001). Ademas, el IMC (Kg/m?) es mas
alto en el grupo de sujetos con asma (p < 0,001), con casi la mitad de los individuos en este grupo
clasificados como obesos, a diferencia del grupo de sujetos control en el que no hay ningun individuo con
obesidad (p < 0,05). Respecto al habito de fumar, aunque la mayoria de los sujetos en ambos grupos no
son fumadores (ni activos ni pasivos), el grupo de individuos asmaticos muestra un mayor porcentaje de
exfumadores (p < 0,05) y un porcentaje inferior de no fumadores (p < 0,001).

En cuanto a los parametros clinicos (tabla 16), pese a que el nimero de eosinéfilos/mm? en sangre
periférica es similar en los dos grupos (NS; p > 0,05), se evidenciaron diferencias en las demas
caracteristicas clinicas. El grupo de individuos con asma presenta un porcentaje mas bajo de FEV1/FVC
(< 70%) (p < 0,05), denotando un deterioro en la funcion pulmonar. Ademas, exhibe un porcentaje de mas
del doble de sujetos atépicos (p < 0,05), un porcentaje elevado de individuos con exacerbaciones en el
afio anterior (p < 0,01), y todos los sujetos estan bajo tratamiento con GCls y LABAs (p < 0,0001), a
diferencia del grupo de individuos control. Asimismo, el grupo de sujetos asmaticos registra un porcentaje
de eosindfilos en esputo inducido superior al 3%, propio del asma grave, aunque esta diferencia no
alcanz6 significacidn estadistica (NS; p > 0,05). Los niveles de IgE sérica (KU/L) y el valor de FeNO (ppb)
son considerablemente mas altos en el grupo de individuos con asma en comparacion con el grupo de
sujetos control (NS; p > 0,05).

6.5.1.2. Caracteristicas de los individuos con asma y de los sujetos no asmaticos incluidos en el
andlisis de la expresion de los miARNs en tejido pulmonar

Las caracteristicas demograficas y clinicas de los individuos se especifican en la tabla 17.

Tabla 17. Caracteristicas demogréficas y clinicas de los sujetos asmaticos y de los individuos control (sin
diagndstico de asma).
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CARACTERISTICAS ASMA:TICOS CONT_ROLES P-VALORES
(n =16) (n = 20)
Edad (afios)” 52,4 (+ 17,6) 63,7 (+ 8,5) *
Hombre 10 (62,5%) 12 (60%)
Sexo (%) Mujer 6 (37,5%) 8 (40%) NS
Fumador 4/15 (26,7%) 4 (20%) NS
Habito tabaquico (%) | Exfumador | 7/15 (46,7%) 4 (20%) NS
No fumador | 4/15 (26,7%) 12 (60%) NS
Neutrdfilos (%)" 71,4% (+ 16,2) | 80,6% (+ 6,1) NS
Linfocitos (%)" 18,2% (= 12,7) | 10,7% (% 3,9) NS
Monacitos (%)" 8,4% ( 2,9) 7,7% (+ 2,6) NS
Eosindfilos (%)" 1,6% (+ 1,9) 0,8% (+ 0,8) NS
Basofilos (%)f 0,3% (0,1-0,5) | 0,2% (0,1-0,4) NS
Atopia (%) 3 (18,8%) 0/18 (0%) NS
Bronquiectasias (%) 2 (12,5%) ND NS
Bronquitis crénica (%) 2 (12,5%) ND NS
Enfermedad inmunolégica (%) 3 (18,8%) 0 (0%) NS

Los resultados se muestran como: "X (+ DE) o TMediana (IQR). Los resultados estadisticamente
significativos se resaltan en negrita. *ND, No Disponible; *, p < 0,05.
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De todos los parametros, tanto poblacionales como clinicos (tabla 17), solo se vieron diferencias
estadisticamente significativas (p < 0,05) en la variable de edad entre ambos grupos; los sujetos con asma
tienen una edad (afios) promedio menor que los individuos control.

Respecto a las caracteristicas clinicas (NS; p > 0,05), los porcentajes de los diversos tipos de células
sanguineas (neutrdfilos, linfocitos, monocitos, eosindéfilos y baséfilos), con excepcién de los neutrdfilos,
son mas elevados en el grupo de sujetos asmaticos. Ademas, hay un aumento en el porcentaje de
individuos atopicos en este grupo (sujetos con asma). Asimismo, resulta relevante sefialar la presencia
de comorbilidades, como bronquiectasias, bronquitis crénica y enfermedad inmunoldgica, en algunos de
los individuos asméticos.

6.5.1.3. Estudio de la expresion de los miARNs en suero

Para determinar el indice de hemodlisis se empled la formula Cthsa-mir-23a-3p - Cthsa-mir-451a < 7 (€n valor
absoluto). La verificacion de esta expresion en todas las muestras de suero confirmé la ausencia de
hemdlisis y la inexistencia de miARNs de eritrocitos?’®. De los 3 miARNs (hsa-miR-103a-3p,
hsa-miR-191-5p y cel-miR-39-3p) valorados como posibles controles internos en la qPCR, se selecciond
hsa-miR-103a-3p como CEN para normalizar la expresién de cada miARN debido a su expresiobn mas
estable, respaldada por la prueba estadistica de igualdad de U de Ct. Las U de Ct de hsa-miR-103a-3p
no diferian significativamente entre los dos grupos de la comparacion (O de Ct [+ DE] en muestras de
sujetos con asma = 23,58 + 1,67; en muestras de individuos control = 23,94 + 1,15). Aunque
hsa-miR-191-5p y la relacion (la 0O) entre hsa-miR-103a-3p y hsa-miR-191-5p cumplian la hip6tesis nula
del contraste de homogeneidad de 0 de Ct, no se usaron como CENs debido a su menor estabilidad
comparado con hsa-miR-103a-3p.

De los 5 miARNs analizados por RT-gPCR, se encontré el miARN hsa-miR-148b-3p con expresion
diferencial (2-2°Y) estadisticamente significativa (p < 0,0001) en suero (figura 25A), siendo mayor en los
sujetos asmaticos (0,30 = 0,23 unidades arbitrarias) que en los individuos control (0,15 + 0,05 unidades
arbitrarias) (figura 25B). La expresion relativa (2-22CY) del resto de los miARNs analizados sugiere una
tendencia al aumento de hsa-miR-221-5p en los sujetos asmaticos, mientras que las variaciones en la
expresion relativa de los demas miARNs no fueron practicamente apreciables (figura 25A).
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Figura 25. Expresion relativa (22¢t) de los 5 miARNs examinados en suero entre sujetos asmaticos (asma grave
tratados o no tratados con GCOs) e individuos control (A); expresion diferencial (22¢%) estadisticamente
significativa de hsa-miR-148b-3p en suero entre individuos con asma e individuos sanos (grupo control) (B). Se
muestra el p-valor: **** p < 0,0001.

6.5.1.3.1. Evaluacion de hsa-miR-148b-3p como posible biomarcador del asma

La mera existencia de expresion diferencial entre las dos condiciones (asmaticos y sanos) para
hsa-miR-148b-3p en suero no es suficiente para definirlo como biomarcador si AUC = 0,70), por lo que se
genero la curva ROC y se calculé el AUC. ElI AUC para hsa-miR-148b-3p fue de 0,80 (figura 26). Este
modelo univariante, utilizando exclusivamente el miARN hsa-miR-148b-3p como predictor en su forma
original como variable continua (variable cuantitativa), demostré una capacidad de discriminacion buena
(AUC = 0,80) con valores altos de S (0,88) y E (0,79).

T —]

0.8

0.6 1

0.4 -

Sensibilidad

0.2 -

AUC (95%Cl) = 0.80 (0.66-0.93)

0 02 04 06 08 1
1 - Especificidad

Modelo Tipo de predictor| AIC| AUC (95%Cl) | S E HL
Hsa-miR-148b-3p Continuo 54,1] 0,80 (0,66-0,93)| 0,88 | 0,79 0,164

Figura 26. Curva ROC de hsa-miR-148b-3p sérico, considerandolo como predictor univariante continuo. Se detallan
el AIC, el AUC con el Cl al 95%, la S, la E y el resultado del test de HL.

Por consiguiente, hsa-miR-148b-3p podria considerarse un biomarcador especifico del asma con valor
diagnostico.
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6.5.1.3.1.1. Correlacion de la expresién de hsa-miR-148b-3p (ACt) con las variables clinicas

En la busqueda de biomarcadores, es habitual intentar identificar un vinculo entre la expresion relativa de
los miIARNSs y las caracteristicas clinicas que facilitan la determinacién del diagnéstico. Se realizaron
analisis de correlacion entre los valores de la expresion relativa (ACt) de hsa-miR-148b-3p y de diversos
parametros clinicos. Se valoraron variables clinicas como el nimero de eosindéfilos en sangre periférica
(células/mms3), el porcentaje de eosinéfilos en esputo inducido, la IgE sérica total (kU/L), el porcentaje de
FEV1/FVC, el FeNO (ppb), el ACT y el numero de exacerbaciones en el afio anterior. En la interpretacion
de los resultados de correlacién, es esencial tener en cuenta que a medida que se incrementa el valor de
ACt del miARN hsa-miR-148b-3p, su nivel de expresion se reduce.

El test de Spearman revel6 una correlacion positiva con significacion estadistica entre los valores de la
expresion relativa (ACt) en suero de hsa-miR-148b-3p y los del porcentaje de FEV1/FVC en el grupo de
sujetos asmaticos (r de Spearman = 0,38, p < 0,05; figura 27). Este hallazgo indica que a niveles mas
bajos de expresion de hsa-miR-148b-3p, se observan valores mas elevados del porcentaje de FEV1/FVC
en el grupo de individuos con asma, es decir, mejor funcién pulmonar cuanto menor es la expresion de
hsa-miR-148b-3p. Estos resultados apoyan los obtenidos en la RT-gPCR, que muestran una
sobreexpresion de hsa-miR-148b-3p en suero en el grupo de sujetos asmaticos en relacion con el grupo
de individuos sanos (grupo control). No se encontraron correlaciones estadisticamente significativas
(p < 0,05) con las demas caracteristicas clinicas analizadas en el grupo sujetos con asma.

44 r de Spearman = 0,38
p-valor < 0,05

0 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

% FEV4/FVC

Expresion relativa (ACt) de hsa-miR-148b-3p
N

Figura 27. Correlacion directa y estadisticamente significativa entre los valores de la expresion relativa (ACt) de
hsa-miR-148b-3p en suero y los valores del porcentaje de FEV1/FVC en el grupo de individuos asméticos. Se
presentan el valor de la r de Spearman y el p-valor.

6.5.1.4. Estudio de la expresion de los miARNSs en tejido pulmonar

De los 4 ARNs (hsa-miR-103a-3p, hsa-miR-191-5p, cel-miR-39-3p y U6 [RNU6] ARNsn) considerados
como posibles controles internos para la qPCR, se eligié emplearlos de manera conjunta (la X de los
4 ARNSs; cel-miR-39-3p como CEX y los otros 3 como CENSs) para normalizar la expresion de cada miARN.
La decisién se baso en los resultados de la prueba estadistica de igualdad de X. Las X de Ct de los ARNs
no diferian de forma estadisticamente significativa entre ambos grupos de la comparacién (X de Ct
[+ DE] de los ARNs hsa-miR-103a-3p + hsa-miR-191-5p + cel-miR-39-3p + U6 [RNU6] ARNsn en
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muestras de sujetos con asma = 25,58 + 0,86; en muestras de individuos control = 25,70 £ 0,55).
Colectivamente, estos ARNs mostraron una expresion mas consistente.

De los 5 miARNs evaluados mediante RT-gPCR, se observé una expresion diferencial (2
estadisticamente significativa (p < 0,05) de hsa-miR-769-5p en biopsias pulmonares (figura 28A), con un
aumento en los sujetos asmaticos (0,07 + 0,02 unidades arbitrarias) en comparacién con los sujetos
control (0,06 + 0,03 unidades arbitrarias) (figura 28B). La expresion relativa (2-22°) del resto de los miARNs
entre los dos grupos refleja una inclinacion al alza de hsa-miR-148b-3p, hsa-miR-221-5p y hsa-miR-618,
asi como una tendencia descendente de hsa-miR-941 en individuos con asma (figura 28A).
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Figura 28. Expresion relativa (2-22t) de los 5 miARNs examinados en biopsias pulmonares entre sujetos con asma
e individuos control (sin diagnodstico de asma) (A); expresion diferencial (2-¢) estadisticamente significativa de
hsa-miR-769-5p en biopsias pulmonares entre sujetos asmaticos e individuos control (B). Se muestra el p-valor:
*

, p<0,05.

En resumen, se identifico un ligero incremento, aunque estadisticamente significativo, en la expresion
(22°Y) de hsa-miR-769-5p en los sujetos asmaticos en comparacién con los individuos control (no
diagnosticados de asma) en tejido pulmonar. Esto sugiere su potencial uso como biomarcador especifico
de la patologia asmatica.

6.5.1.4.1. Investigacion del potencial de hsa-miR-769-5p como biomarcador

Se efectué un andlisis de la curva ROC para determinar si la expresion relativa (ACt) de hsa-miR-769-5p
en biopsias pulmonares podria diferenciar entre sujetos con asma e individuos control (sin diagndstico de
asma), valorando su utilidad como biomarcador (si AUC = 0,70). El modelo de hsa-miR-769-5p como
predictor univariante en su forma original como variable continua (variable cuantitativa), exhibié un AUC
de 0,62. Sin embargo, al considerar un punto de corte (4,05) y utilizarlo como variable categérica (variable
cualitativa), el AUC fue de 0,70 (figura 29). Por lo tanto, la capacidad de discriminacion del modelo no fue
aceptable cuando se traté el miARN hsa-miR-769-5p como variable continua (AUC < 0,70), pero resultd
aceptable cuando fue tratada como variable categérica (AUC = 0,70), con un valor de S reducido (0,31) y
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de E muy bueno (0,95). Por lo que, hsa-miR-769-5p podria ser reconocido como un biomarcador
especifico del asma cuando se emplea como variable categoérica.

— 769-5p
769-5p<4.05

Sensibilidad

0 02 04 06 08 1

1 - Especificidad

Modelo Tipo de predictor| AIC | AUC (95%CI) | S. | E. | HL
Hsa-miR-769-5p Continuo 51.9|0.62 (0.42,0.83)|0.38|0.80|0.128
Hsa-miR-769-5p Categorico 48.80.70 (0.48, 0.93) | 0.31 | 0.95

Figura 29. Curva ROC de hsa-miR-769-5p en biopsias pulmonares, evaluado como predictor univariante continuo
(variable cuantitativa) y categorico (variable cualitativa). Se especifican el AIC, el AUC con el Cl al 95%, la S, laE y el
resultado del test de HL.

6.5.1.4.1.1. Correlacion de la expresion de hsa-miR-769-5p (ACt) con los parametros clinicos

Se explord la relaciéon entre los valores de la expresion relativa (ACt) de hsa-miR-769-5p y de diversas
variables clinicas solamente en el grupo de sujetos asmaticos, ya que no se disponia de datos clinicos
del grupo de individuos control (no diagnosticados de asma). Se llevaron a cabo correlaciones entre los
valores de la expresion relativa (ACt) de hsa-miR-769-5p y de caracteristicas clinicas, tales como el
porcentaje de distintos tipos de células sanguineas (neutréfilos, linfocitos, monocitos, eosindfilos y
basofilos), asi como el porcentaje de FEV1/FVC.

No se hallaron correlaciones estadisticamente significativas (p < 0,05) en el grupo de sujetos con asma
entre los valores de la expresion relativa (ACt) de hsa-miR-769-5p en biopsias pulmonares y los
parametros clinicos mencionados.

Luego, a pesar de que hsa-miR-769-5p podria considerarse como un biomarcador especifico para la
enfermedad asmatica, la falta de correlaciéon entre los valores de su expresion relativa (ACt) en tejido
pulmonar y de las variables clinicas en el grupo de individuos asméaticos sugiere que no esta vinculado
con la sintomatologia del asma ni ejerce influencia en su fisiopatologia.
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Objetivo parcial 6. Determinar la expresion de los miARNSs hallados del cuarto objetivo parcial en modelos
celulares in vitro (SAEC y BSMC), en presencia y ausencia de tratamiento con el GC dexametasona, con
la finalidad de analizar el impacto de los GCs y considerar la viabilidad de estos miARNs como posibles
opciones terapéuticas alternativas.

6.6. Resultados alcanzados de la ejecucion del objetivo parcial 6
6.6.1. Estudio de la expresion de los miARNs en SAEC y BSMC

Se analiz6 por RT-gPCR la expresion de los 5 miARNSs (hsa-miR-148b-3p, hsa-miR-221-5p, hsa-miR-618,
hsa-miR-941 y hsa-miR-769-5p), con diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) en suero entre
pacientes con asma grave tratados y no tratados con GCOs, utilizando modelos celulares in vitro (SAEC
y BSMC), tanto en presencia como en ausencia de tratamiento con dexametasona, para evaluar el efecto
de este GC en su expresion. Ademas, se investigd la expresion del gen GILZ, inducible por GCs, en
ambos tipos celulares también mediante RT-qPCR para verificar la eficacia del tratamiento con
dexametasona y autentificar los resultados experimentales.

De los 5 miARNs examinados por RT-qPCR, aunque se mostré6 una expresion diferencial (24,
estadisticamente significativa (p < 0,05) de hsa-miR-941 entre células sin tratar con dexametasona (C-;
0,0033 + 0,0016 unidades arbitrarias) y células tratadas con dexametasona a la concentracion de 10° M
(0,0015 + 0,0003 unidades arbitrarias) durante 4 h (figura 30A), no se evidenciaron modificaciones
destacadas en su expresion entre células no tratadas y tratadas con este GC en sus distintas
concentraciones y a los diferentes tiempos (figuras 30A y 30B). En SAEC, no se detect6 el miARN
hsa-miR-618 (figura 30).
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Figura 30. Expresion diferencial (22 de hsa-miR-148b-3p, hsa-miR-221-5p, hsa-miR-941 y hsa-miR-769-5p en
SAEC incubadas en ausencia y en presencia de dexametasona a las concentraciones de 10%M, 10° My 104 M, a
las 4 h (A)y alas 24 h (B) tras el tratamiento. Se indica el p-valor: *, p < 0,05.

Las BSMC (figura 31) presentaron expresion de los 5 miARNs, con una expresion diferencial (22
estadisticamente significativa (p < 0,05) de hsa-miR-148b-3p y hsa-miR-221-5p entre células sin tratar
con dexametasona (C-; 0,0161 + 0,0073 unidades arbitrarias y 0,0040 + 0,0016 unidades arbitrarias,
respectivamente) y células tratadas con dexametasona a la concentracién de 10° M (0,0060 + 0,0022 y
0,0012 + 0,0006 unidades arbitrarias, de manera correspondiente) a las 24 h después de la aplicacion del
tratamiento (figura 31B).
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Figura 31. Expresion diferencial (22¢Y) de hsa-miR-148b-3p, hsa-miR-221-5p, hsa-miR-618, hsa-miR-941 vy
hsa-miR-769-5p en BSMC incubadas en ausencia y en presencia de dexametasona a las concentraciones de
10%M, 10°My 10“ M, alas 4 h (A) y alas 24 h (B) tras el tratamiento. Se presenta el p-valor: *, p < 0,05.

Se observo una expresion diferencial (24! estadisticamente significativa (p < 0,01 o p < 0,05) del gen
GILZ en SAEC (figura 32) y en BSMC (figura 33). Esta diferencia se encontrd entre células sin tratamiento
con dexametasona y en aguellas tratadas con dexametasona a las distintas concentraciones (106 M,
10° Mo 104 M), alas 4 h (BSMC) y a las 24 h (SAEC y BSMC) después del tratamiento con este GC
(figuras 32 y 33). En respuesta a la dexametasona en todas sus concentraciones, la expresion de GILZ
en ambos tipos celulares fue superior tanto a las 4 h como a las 24 h, en comparacion con las células no

tratadas con dexametasona.
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Figura 32. Expresion diferencial (2-2¢%) de GILZ en SAEC incubadas en ausenciay en presencia de dexametasona a
las concentraciones de 10°M, 10°My 10 M, alas 4 h (A) y alas 24 h (B) tras el tratamiento. Se muestra el p-valor:

* p <0,05.
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Figura 33. Expresion diferencial (2-2°t) de GILZ en BSMC incubadas en ausencia y en presencia de dexametasona

a las concentraciones de 10® M, 10°My 10% M, alas 4 h (A) y a las 24 h (B) tras el tratamiento. Se especifican los
p-valores: **, p < 0,01; *, p < 0,05.

Segun los resultados de la experimentacion in vitro, la falta de variaciones notables en la expresion de los
MiARNS (hsa-miR-148b-3p, hsa-miR-221-5p, hsa-miR-618, hsa-miR-941 y hsa-miR-769-5p) en respuesta
a la dexametasona sugiere que las diferencias en su expresién en suero entre pacientes con asma grave,
tratados y no tratados con GCOs, estarian mas asociadas a la gravedad inherente del asma u otros
factores, en lugar de al tratamiento con GCs (GCOs), que se administra en funcién de la gravedad de los
pacientes. Ademas, la expresion diferencial del gen GILZ en células tratadas con dexametasona respaldo
la efectividad del tratamiento con este GC y la validez de los hallazgos experimentales.
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7. DISCUSION

7.1. Desentrafiando la complejidad del asma: en direccién a una medicina personalizada con el
uso de los miARNs como biomarcadores

A pesar de los avances en el conocimiento y tratamiento del asma, persisten numerosos aspectos
desconocidos sobre los mecanismos subyacentes y la evolucion de la enfermedad en situaciones
individuales392-305,

El asma, una patologia respiratoria cronica compleja y multifactorial, es un problema de salud prevalente
en los paises desarrollados3°¢3%7, El aumento en su incidencia destaca la necesidad de abordar esta
condicién de manera efectiva y holistica®®*. La variabilidad inherente del asma, con una patogénesis
complicada, dificulta tanto la clasificacion como el diagndstico®°8-310, La interaccion de mudltiples células y
moléculas efectoras contribuye a una amplia heterogeneidad en los mecanismos fisiopatolégicos
(endotipos), sintomas y manifestaciones (fenotipos), asi como en la base genética y las respuestas al
tratamiento9%:311-313,

Frente a la complejidad y diversidad de la afeccion, la aplicacion de la MPP se presenta como una opcién
factible y eficaz®'4. La MPP, al considerar las caracteristicas Unicas de cada paciente, emerge como una
estrategia promisoria para manejar las particularidades de cada paciente con asma, proporcionando
tratamientos individualizados y optimizados para mejorar significativamente el bienestar de aquellos que
padecen esta enfermedad respiratoria3!®.

Para hacer frente, clinicamente hablando, a la heterogeneidad del asma, la propuesta mas consensuada
es categorizarla en fenotipos y endotipos®6. La clasificaciéon en fenotipos, basada en caracteristicas
clinicas y observables, ofrece un enfoque simple e imparcial para seleccionar el tratamiento adecuado
para cada paciente3'’.

El asma eosinofilica y el asma grave tratada con GCOs son subgrupos del asma grave relacionados con
la respuesta T2 (T2-alta)'62318, El asma grave se caracteriza por sintomas persistentes y una respuesta
deficiente a los tratamientos convencionales, a menudo requiriendo terapias mas intensivas3!®320, El asma
eosinofilica se distingue por la presencia de eosinéfilos en las vias respiratorias y en la sangre periférica,
lo que contribuye a la inflamacion de las vias aéreas y posiblemente vinculada con episodios recurrentes
de exacerbacién®?t. Por otro lado, el asma grave tratada con GCOs se refiere a pacientes que necesitan
dosis significativas de GCs para controlar sus sintomas3?2. Identificar y comprender las diversas
manifestaciones del asma es crucial para desarrollar enfoques terapéuticos mas personalizados y
eficaces, con el objetivo de mejorar la calidad de vida de los pacientes y reducir la carga en su dia a dia
asociada a esta compleja patologia respiratoria3?2.

En casos como el asma grave, se ha reconocido que un mismo fenotipo puede involucrar diferentes
mecanismos fisiopatoldgicos, lo que implica que un tratamiento especifico puede no ser eficaz para todos
los pacientes con el mismo fenotipo324. Para lidiar con esto, se recomendd la designacién de endotipos,
gue se centran en los mecanismos fisiopatoldgicos subyacentes®%®. La catalogacion mas detallada del
asma en fenotipos y endotipos ha demostrado ser (til para detectar subgrupos con caracteristicas
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fisiopatol6gicas especificas, permitiendo una seleccion mas precisa de tratamientos3?®, Esta aproximacion
hacia los fenotipos y endotipos se alinea con la MPP, donde se busca adaptar los tratamientos a las
caracteristicas individuales de cada paciente326:327,

En la actualidad, la asignacion de los endotipos y fenotipos del asma se ve dificultada por la falta de
biomarcadores especificos en la practica clinica, lo que hace imperativo investigar y descubrir nuevos
marcadores para categorizar a los pacientes®6328, En este contexto, el estudio de los miARNs como
biomarcadores para el asma surge como una respuesta a la necesidad de descubrir indicadores clinicos
alternativos a los tradicionalmente utilizados"3.

Los miARNs se perfilan como biomarcadores prometedores debido a su estabilidad en biofluidos, la
posibilidad de medirlos de forma no invasiva y su vinculacién con estados patolégicos del organismo32°.
Su utilidad como biomarcadores en otras enfermedades, como el cancer, ha sido previamente
confirmada??°. Por lo tanto, explorar la capacidad de los miARNs como biomarcadores del asma podria
brindar nuevas perspectivas para su clasificacion y empleo en el ambito clinico, incorporandolos en la
practica médical’s.

En la investigacion de biomarcadores, una tactica comun es usar distintos tejidos o tipos celulares para
identificar miARNSs, facilitando la basgueda de biomarcadores innovadores??°. No obstante, la opciéon mas
conveniente es analizar miARNs extraidos de fluidos biolégicos de facil obtemcidén, como sangre, suero,
plasma, esputo inducido, BAL, NL, EBC u orina330-333,

El procedimiento utilizado para la exploracion de biomarcadores, como los miARNS, es un factor critico?18,
La secuenciacién o NGS de miARNs (miARNs-seq) se ha establecido como una buena técnica. Esta
avanzada metodologia posibilita reconocer y cuantificar los miARNs en muestras biol6gicas con una alta
precision y sensibilidad®®*. La secuenciacion de miARNSs proporciona una visién minuciosa de los perfiles
de expresion de miARNSs en diversas condiciones fisiopatolégicas, contribuyendo de manera relevante a
la comprension de su papel en varias patologias y procesos bioldgicos33>33¢, Su creciente integracion en
la investigacion biomédica es cada vez mayor, respaldada por su eficacia y exactitud, lo que la convierte
en una técnica valiosa para el estudio de miARNs3%’,

En esta Tesis Doctoral, se empled miARNs-seq para analizar principalmente miARNS circulantes en suero
y en tejido pulmonar (biopsias pulmonares) de individuos asmaticos agrupados segun diferentes
caracteristicas clinicas. Los miARNSs resultantes fueron validados por RT-gPCR en cohortes mas extensas
de muestras. La finalidad era determinar perfiles de miARNs a nivel sistémico y en el tejido especifico
comprometido por el asma, con el potencial uso como biomarcadores para catalogar la afeccién asmatica
en funcion de sus distintos fenotipos. La ampliacion del conjunto de miARNs como posibles
biomarcadores del asma podria permitir una categorizacion mas precisa de la enfermedad. Ademas de
entender como estos miARNS inciden en los mecanismos de la fisiopatologia del asma, este enfoque
perfeccionara la implementacion de la MPP.
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7.2. Perspectivas actuales en la inflamacion T2 en el asma para la MPP: incorporacion de los
mMiARNSs en la investigacién de los fenotipos

En el marco de las enfermedades pulmonares, el asma grave se destaca como una condicion compleja
gue conlleva importantes retos en su manejo y tratamiento®3, El asma grave afecta a aproximadamente
el 5-10% de la poblacion asmatica y representa mas del 50% de los costes sanitarios relacionados con el
asma, siendo una carga sustancial tanto en términos de salud como socioeconémicos339:34°, Pese a recibir
dosis mas altas de GCls, que son la terapia farmacoldgica principal, los pacientes con asma grave no
logran un control total. Estos pacientes requieren dosis diarias elevadas de GClIs y un segundo agente
controlador o GCOs para mantener el control, o incluso no consiguen controlarlo a pesar de este
tratamiento intensivo?1341,

Las personas con asma grave experimentan mas sintomas y exacerbaciones recurrentes, lo cual es un
rasgo distintivo de este tipo de asma3*2. Estas exacerbaciones pueden ser graves, llegando incluso a
requerir hospitalizacion o resultar mortales340341, Ademas, los pacientes con asma grave experimentan
una pérdida gradual de la funcién pulmonar y una disminucion en la calidad de vida®*3. El asma también
se asocia a menudo con diversas comorbilidades, que son mas prevalentes en el asma grave en
comparacién con el asma leve o moderada''®3#4, Estas condiciones médicas concurrentes pueden
exacerbar los sintomas y agravar el asma, incrementando asi la carga de enfermedad asociada a esta
afeccion y disminuyendo el bienestar®345. Asimismo, la coexistencia del asma con otros trastornos
adicionales puede llevar al uso de varios medicamentos, lo que incide de manera adversa en la adherencia
a la terapia y el control del asma?. La obesidad, reconocida por empeorar numerosos desordenes
respiratorios e impactar en la dinamica pulmonar, el sistema inmunitario y la respuesta inflamatoria, es
una comorbilidad frecuente en el asma. Esta vinculacion no solo influye en el inicio o el desarrollo de la
enfermedad, sino que también acentla su gravedad y contribuye al control deficiente y al compromiso de
la calidad de vida346:347,

Con respecto al asma grave, es fundamental identificar y examinar fenotipos especificos para personalizar
las estrategias terapéuticas y mejorar los resultados clinicos. La presente Tesis Doctoral se enfoca en
analizar la expresion de miARNs en diferentes fenotipos ligados al asma grave, con la finalidad de
contribuir a un abordaje mas preciso y efectivo de esta patologia pulmonar.

El fenotipo mas comun y mejor comprendido en el asma T2 es el asma eosinofilica, que se manifiesta en
mas del 50% de los pacientes con diagndstico de asma grave3#. A diferencia del asma alérgica, de
aparicion temprana y caracterizada por una inflamacion T2 (T2-alta) desencadenada por alérgenos,
confirmada mediante pruebas cutaneas positivas a determinados alérgenos y/o aumento de los niveles
de IgE especifica en suero, incremento de eosindfilos en esputo y en sangre periférica, y valores altos de
FeNO, el asma eosinofilica parece ser mas predominante en aquellos que desarrollan el asma en la edad
adulta que en aquellos que lo hacen durante la infancia. Ademas, el asma eosinofilica de inicio tardio
suele no ser alérgica34°. Aunque el asma en adultos tiende a afectar mas a mujeres en general, el asma
eosinofilica se reparte de manera mas equitativa entre ambos géneros*>116,

El diagnostico del asma eosinofilica se basa en la deteccion de eosinofilia en esputo o sangre periférica,
dado que este fenotipo se define por un recuento elevado de eosindfilos en el esputo inducido y en sangre
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periférica, asi como por la infiltracién eosinofilica de las vias respiratorias. Asimismo, los pacientes con
asma eosinofilica suelen exhibir niveles aumentados de FeNO (= 50 ppb en adultos y > 35 ppb en nifios),
concentraciones normales o altas de IgE total sérica (= 200 kU/L) y valores elevados de POSTN en
suero®0-352_ Con relacion a la IgE, aunque los pacientes con asma eosinofilica no estén sensibilizados a
los alérgenos inhalados comunes, es habitual encontrar en muchos de ellos aumentos en los niveles de
IgE séricos totales, que podrian estar asociados a antigenos no convencionales imperceptibles, como los
superantigenos!?®.

La existencia de conteos altos de eosindfilos se vincula con un control insuficiente del asma, mayor
propensién a las exacerbaciones y un pronéstico desfavorable3513%3, Ademas, los pacientes con asma
eosinofilica normalmente sufren una forma mas grave de la condicién, marcada por una limitacion
persistente del flujo de aire y una reduccién de la funcién pulmonar!!®. Igualmente, muchos de ellos
también padecen afecciones concomitantes del tracto respiratorio superior, como la RSCcPN?333,

Por otro lado, es importante enfatizar que en ocasiones, pese al tratamiento con GCls en dosis elevadas
y LABAs, no se logra un control adecuado del asma. En estas situaciones, se hace necesario incorporar
GCOs como parte de la terapia, aunque incluso esta medida podria no ser suficiente para alcanzar un
manejo apropiado del asma3®4?-3%1, En comparacion con aquellos que presentan asma de gravedad leve a
moderada, los sujetos con asma grave requieren dosis mas altas de GClI como componente de su
tratamiento de control. Ademas, debido a las exacerbaciones agudas, también recurren al uso mas regular
de GCOs de corta duracién. Sin embargo, una pequefia proporcién de pacientes con asma grave
desarrolla dependencia de GCOs, necesitando una terapia diaria con estos para controlar los sintomas.
Este grupo no mantiene los sintomas bajo control inclusive con un tratamiento inhalatorio adecuado o
precisa cursos repetidos de GCOs para tratar exacerbaciones persistentes a pesar de la terapia
intensival62.3%4,

La definicion de pacientes con asma dependientes de GCOs, es decir, aquellos individuos que requieren
utilizarlos a diario, no es del todo clara, ya que abarca tanto a los que experimentan una escasa mejoria
con este tratamiento como a los que responden de forma variable3%®. Varios mecanismos moleculares
contribuyen a la resistencia de las células a los efectos antiinflamatorios de los GCs en el asma grave, y
estos mecanismos difieren entre los pacientes. La resistencia a los GCs puede ser el resultado de defectos
en diferentes niveles de la sefializaciéon de los GCs, como la disminucion de la expresion del receptor de
GCs, la reduccion de la unién de los GCs a su receptor, la alteracion de la translocacién nuclear o la
actividad alterada de los cofactores3%®,

Aungue los sujetos con asma dependiente de GCOs son una minoria en la poblacién asmatica en su
conjunto, generan costes considerables en el ambito de la atencién médica. El empleo prolongado de
GCOs en estos individuos conlleva a un marcado incremento en la morbilidad, los ingresos hospitalarios,
la mortalidad y el riesgo potencial de efectos adversos®®’. Desde una perspectiva clinica, es crucial tener
en cuenta que el uso de GCOs puede afectar a la correcta identificacion de biomarcadores validados,
como el recuento de eosindfilos en sangre periférica y el valor de FeNO3%8,

La obesidad se ha relacionado con la inflamacion en las vias aéreas, habitualmente considerada como
un rasgo del asma de aparicion tardia no eosinofilica. Aunque el fenotipo principal de asma asociado a la
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obesidad se distingue por una inflamacion no T2, inicio en la adultez, gravedad pronunciada y complejidad
en el manejo, ocasionalmente se observa inflamacion eosinofilica. Diversas investigaciones han sefialado
niveles aumentados de IL-5 en las vias respiratorias y la presencia de eosinéfilos en pacientes con
obesidad, sugiriendo una posible conexién tanto con el asma eosinofiica como con el asma
neutrofilica34?3%°, El perfil predominante en el fenotipo de asma relacionado con la obesidad de inicio
tardio corresponde a mujeres de mediana edad, no alérgicas y con sintomas agudos a pesar de una
funciéon pulmonar moderadamente preservada®!. Este fenotipo del asma resulta ser dificil de tratar, con
un control ineficaz y consecuencias negativas en términos de morbilidad y mortalidad. Se ha evidenciado
una asociacion entre la obesidad y exacerbaciones frecuentes, las cuales podrian ser influenciadas por
una mayor susceptibilidad a infecciones respiratorias virales y bacterianas, asi como a un incremento en
la utilizacion de GCOs. Ademas de una gestion insatisfactoria del asma, los pacientes obesos
experimentan una gravedad significativamente més elevada, teniendo en cuenta la demanda de
ventilacién mecanica y de un periodo de hospitalizacion mas duradero en comparacion con los pacientes
no obesos!2%:360,

Curiosamente, la obesidad predispone a las células T CD4* hacia la diferenciaciéon Thl, y se han visto
respuestas inmunes innatas adicionales que involucran vias Th1l7 e ILCs, siendo las células linfoides
innatas de tipo 3 (ILC3s; del inglés, type 3 Innate Lymphoid Cells) las que expresan las citocinas IL-17 e
IL-22, vinculadas al asma relacionada con la obesidad. Otra citocina relevante es la IL-6, que provoca
inflamacién sistémica en pacientes obesos con asma grave®l. Ademas, las rutas de sefializacion
asociadas con el interfer6n también estan presentes en individuos con asma y obesidad, activadas por
distintos factores inductores de interferén, como la hormona leptina36l. Desde la perspectiva patogénica,
los adipocitos secretan una amplia gama de sustancias, incluyendo moléculas que modulan el sistema
inmunolégico, fomentando una respuesta T2, la degranulacion de mastocitos y el proceso de
remodelaciéon de las vias aéreas. La adiponectina, originada en los adipocitos, se destaca como un
elemento fundamental en pacientes con obesidad y asma debido a sus muiltiples funciones bioldgicas. La
sobreexpresion de adiponectina contrarresta la accion de la IL-13, una citocina inflamatoria producida en
gran cantidad por las ILC2s%%:362.363,

Por otra parte, en el contexto de la afeccidon asmatica, la obesidad parece influir en la expresién de los
biomarcadores de la inflamacion T2; ciertamente, se ha constatado que el aumento del IMC guarda
relacién con un descenso en los niveles de FeNO, sin importar la dosis de GCs empleada3®“. Es resefiable
que la obesidad puede tener una repercusion desfavorable en los resultados clinicos de los medicamentos
biolégicos, ya que el peso corporal se considera una variable significativa desde el punto de vista médico
que podria alterar la manera en que estos tratamientos son procesados en el cuerpo. De modo que, el
manejo de los pacientes con asma grave y obesidad debe incorporar una estrategia dietética para reducir
el peso corporal, incluyendo un abordaje preciso para combatir la obesidad como la cirugia bariatrica, con
el fin de mitigar el impacto de la obesidad en la eficacia del tratamiento346:365,

Por ultimo, es esencial sefialar que, con la introduccién de farmacos bioldgicos, novedosos tratamientos
especificos dirigidos a componentes de la respuesta inflamatoria, se ha tornado imprescindible categorizar
a los pacientes segun sus caracteristicas clinicas (fenotipo) y los mecanismos patobiolégicos (endotipo)
con el propdsito de personalizar las terapias. Esta aproximacién busca adaptar los tratamientos de forma
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concreta a las particularidades de cada paciente, en especial en casos de asma grave, dentro del marco
de la MPP349,

El enfoque terapéutico del asma basado en endotipos se encamina hacia las vias moleculares implicadas
en la respuesta inflamatoria T2%6¢, Para pacientes con inflamacién T2, sobre todo aquellos con asma
eosinofilica 0 asma grave sin control apropiado con dosis elevadas de GCls, junto con un segundo agente
controlador como un LABA, o que requieren GCOs para manejar su enfermedad, es crucial entender las
vias moleculares que subyacen en la produccion de IL-5 y la eosinofilia. Este conocimiento es
determinante para seleccionar el tratamiento biol6gico mas efectivo y adecuado para cada paciente,
especialmente para aquellos con niveles altos de eosin6filos?1:116:349.367,

En la actualidad, hay seis agentes biol6gicos (mAbs) aprobados que se dirigen a moléculas clave
vinculadas con la inflamacién T2: omalizumab, que se une selectivamente a la IgE circulante;
mepolizumab y reslizumab, que tienen como diana la IL-5; benralizumab, frente a la subunidad a del
receptor de IL-5 (IL-5Ra; del inglés, IL-5 receptor a-subunit); dupilumab, cuya diana es la subunidad a del
receptor de IL-4 (IL-4Ra; del inglés, IL-4 receptor a-subunit) y, por lo tanto, afecta las vias de IL-4 e IL-13;
y tezepelumab, frente a la alarmina TSLP. Omalizumab es la eleccidn primordial para pacientes con asma
grave alérgica no eosinofilica, mientras que para aquellos con asma grave eosinofilica no alérgica, seria
I6gico afadir un agente bioldgico anti-IL-5 o anti-IL-5R a la terapia estandar. El tratamiento anti-IL-4Ra
estd indicado para el asma T2 grave con elevada eosinofilia o para pacientes que requieren dosis altas
sostenidas de GCOs. Hasta ahora, no se ha demostrado la eficiencia de ninguna intervencion
fundamentada en el endotipo para el asma no T2, pero se estan explorando vias moleculares con la
expectativa de ofrecer una estrategia particular para este perfil fisiopatoldgico®.

Los avances recientes en la MPP para el asma se enfocan en el fenotipado y endotipado, con el desarrollo
y la aplicacién de biomarcadores confiables368. Estos indicadores brindan conocimiento vital acerca de la
actividad de la patologia asmatica, la respuesta terapéutica y la prediccion de los resultados clinicos?®3.
Ademas, juegan un papel crucial al contribuir a una mejor clasificacion de los fenotipos y endotipos,
proporcionando informacién sobre los mecanismos inmunopatolégicos y la gravedad de la condicion.
También ayudan a definir los criterios de elegibilidad para pacientes con mas posibilidades de beneficiarse
de las nuevas terapias biolégicas para el asma grave, ofreciendo indicios acerca del potencial rendimiento
de estos tratamientos especificos3®?.

Los marcadores biol6gicos del asma, de mayor relevancia en la medicina actual, estan estrechamente
asociados con el asma con respuesta inflamatoria T2. Entre estos biomarcadores se encuentran la
presencia de eosinéfilos en esputo (porcentaje) y en sangre periférica (células/uL), el nivel total de IgE
(KU/L) en suero, la medicion del valor de FeNO (ppb), la cuantificacion (unidades de concentracion) de
POSTN sérica, el andlisis (unidades de concentracién) de una variedad de citocinas y la evaluacién
(unidades internacionales/min o unidades/min [Ul/min o U/min]) de la enzima Dipeptidil Peptidasa-4
(DPP-4). Aungue se espera una concordancia en el incremento de los datos numéricos de estos
indicadores médicos, podrian experimentar aumentos de manera independiente debido a la influencia
particular de diferentes vias mecanicistas. Asimismo, los marcadores podrian verse modificados por
variables como la terapia y mostrar resultados mas destacados cuando se utilizan teniendo en cuenta
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ciertos aspectos clinicos. Por estas razones, la determinacion de varios biomarcadores en combinacion
puede ser més apropiada que el empleo de uno solo®:366:369,

El indicador por excelencia del asma T2 es el elevado conteo de eosindfilos en el esputo, reflejo de una
inflamacion intensa de las vias respiratorias. Aunque es sensible y especifico, el procedimiento de
induccién de esputo, minimamente invasivo y tedioso, puede no ser la opcion preferida en las pruebas de
rutina®-192, Por otro lado, el recuento de eosindfilos en la sangre periférica, un marcador usado
ampliamente debido a la facilidad de obtencién de la muestra y a la estandarizacion o automatizacion del
conteo celular, se emplea con frecuencia como alternativa a la eosindfilia en las vias aéreas, aunque
carece de especificidad al encontrarse en otros desordenes médicos como las infecciones parasitarias. A
pesar de ser un biomarcador preciso para prever la eosinofilia en el esputo, existe la posibilidad de una
considerable diferencia entre los niveles de eosindfilos en la sangre y las vias respiratorias. En otras
palabras, los recuentos de eosindfilos en la sangre periférica (células/pL) no siempre correlacionan con
los conteos en el esputo!??367, Se establece que los pacientes con asma eosinofilica presentan eosinofilia
aumentada en la sangre periférica junto con otros indicadores clinicos como la expresion elevada de
citocinas T2 (IL-4, IL-5 e IL-13)%13%2, Estas citocinas son el referente principal para confirmar el asma
caracterizada con respuesta inflamatoria T237°. Respecto al asma grave, la eosinofilia en el esputo y en
la sangre periférica se vincula con un deficiente control del asma, conduciendo a exacerbaciones
frecuentes, hospitalizaciones y deterioro progresivo de la funciéon pulmonars?,

La produccion de FeNO, un marcador biolégico indirecto de la inflamacién T2 en las vias aéreas, esta
impulsada por las vias de IL-4 e IL-13, las cuales estimulan la actividad de la NO sintasa. La inflamacion
eosinofilica se vuelve altamente probable cuando los niveles de FeNO superan los 50 ppb en adultos y
los 35 ppb en nifios®°. La combinacién de FeNO y los recuentos de eosinéfilos en el esputo y en la sangre
periférica ofrece un enfoque recomendable para el diagndstico del asma eosinofilica®!.

En cuanto a los biomarcadores disponibles en la actualidad para pacientes con asma no T2, cuya
respuesta a GCs es restringida y para los que adn no existen tratamientos biolégicos dirigidos, son
practicamente nulos3”t, Unicamente se encuentran los neutrofilos en el esputo y algunas citocinas. Al
igual que en el asma T2, la citologia del esputo resulta fundamental para distinguir entre pacientes con
asma neutrofilica, caracterizada por un predominio de neutréfilos, o paucigranulocitica, con ausencia o
baja presencia de eosindfilos y neutrdfilos, fenotipos que se definen por una respuesta inflamatoria no T2.
Se considera asma neutrofilica cuando el recuento de neutréfilos en el esputo es = 40-60% vy
paucigranulocitica cuando los niveles de neutréfilos y eosindfilos en el esputo son normales. Ademas,
citocinas como IL-17 o IL-22, que fomentan la inflamacién neutrofilica, podrian medirse y emplearse como
indicadores de este endotipo del asma® 370,

7.3. Del laboratorio a la practica médica: los miARNs como biomarcadores para el fenotipado del
asmay su potencial en los tratamientos personalizados

A pesar de los extensos esfuerzos cientificos para comprender las vias inmunoldgicas subyacentes a los
fenotipos clinicos del asma grave y de detectar marcadores distintivos que describan los endotipos o
anticipen la respuesta farmacolégica, persiste una insatisfaccion global®*°. Ademas, ante el creciente
interés en los MIARNs, moléculas con propiedades bioldgicas y quimicas que los hacen adecuados
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biomarcadores para enfermedades!’3, nos centramos en la blsqueda de perfiles de miARNS, tratando de
descubrir indicadores biolégicos del asma para la estratificacion de los pacientes y la seleccién 6ptima de
la terapia.

En este estudio se encontraron dos perfiles de miARNs en suero. Uno esta conformado por 2 miARNs
(hsa-miR-26a-1-3p y hsa-miR-376a-3p), asociados al fenotipo de asma eosinofilica y a la obesidad como
comorbilidad del asma, y el otro esta compuesto por 5 miARNs (hsa-miR-148b-3p, hsa-miR-221-5p,
hsa-miR-618, hsa-miR-941 y hsa-miR-769-5p), relacionados con el fenotipo de asma grave tratada con
GCOs. Estos miARNs podrian servir como potenciales marcadores médicos del asma y facilitar la
catalogacién de sujetos segun sus distintos fenotipos. Todos ellos han sido previamente vinculados con
la afeccién asmatica u otras patologias pulmonares332:372-376,

Entre estos miARNs, hsa-miR-26a-1-3p, tanto como predictor univariante (AUC = 0,76) como en
combinacién con hsa-miR-376a-3p (AUC = 0,76), sobresalen como indicadores eficaces para el fenotipo
de asma eosindfilica, superando a otros marcadores como el porcentaje de eosinofilos en sangre
periférica (AUC = 0,69), el FeNO (ppb; AUC = 0,68) y la IgE total sérica (kU/L; AUC = 0,62)%"". Para
predecir la respuesta a GCls (a diferencia de nuestra aproximacion con GCOs), los valores de AUC para
el porcentaje de eosindfilos en esputo (AUC = 0,61), el conteo de eosindfilos en sangre periférica
(células/uL; AUC = 0,64) y los niveles de FeNO (AUC = 0,62), fueron inferiores en comparacion con los
valores de AUC individuales de hsa-miR-221-5p, hsa-miR-618, hsa-miR-941 y hsa-miR-769-5p
(AUC > 0,70) del perfil de miARNs asociado al asma tratada con GCOs. La combinacién de
hsa-miR-221-5p y hsa-miR-769-5p mostré un rendimiento ain mejor (AUC = 0,77)%8. Ademas, la
ceramida C18:0 (ng/mL) tuvo un AUC menor (AUC = 0,72) que hsa-miR-26a-1-3p (AUC = 1,00) para
discriminar entre pacientes con asma obesos y no obesos®’®. Estos datos subrayan la utilidad de los
mMiARNs como biomarcadores del asma, especialmente cuando se combinan mediante modelos de
regresion logistica, perfilandose como herramientas prometedoras para la categorizacion fenotipica de
pacientes asmaticos.

Huo et al. analizaron la expresion de hsa-miR-181b-5p en el asma, detectando una reduccion,
correlacionada inversamente con parametros clinicos vinculados con la inflamacion eosinofilica en las
vias aéreas y los genes CLCA1, POSTN y SERPINB2 inducidos por IL-13. Esto sugirié una relacion entre
hsa-miR-181b-5p epitelial (epitelio de las vias respiratorias) y el asma T2. Ademas, se vio un patrén
analogo en su expresion a nivel plasmatico, con un incremento tras la administracion de GCls, indicando
su posible uso como biomarcador no invasivo para valorar la eosinofilia de las vias aéreas en individuos
con asma. En células BEAS-2B se evidencié que hsa-miR-181b-5p regula la expresion génica de SPP1,
una diana de este miARN, suprimiendo la regulacién positiva de SPP1 y de citocinas proinflamatorias
IL-18 y CCL11, tanto a nivel génico como proteico, motivada por IL-13. Asimismo, el tratamiento con
dexametasona restaurd la expresiébn de hsa-miR-181b-5p. En resumen, la sobreexpresion de
hsa-miR-181b-5p podria ser una herramienta terapéutica en el asmas3t°,

Xu et al. descubrieron la importancia de miR-223 en el control de la inflamacién en el asma neutrofilica
inducida por ovoalbimina (OVA) en ratones. La deficiencia en miR-223 exacerbd la inflamacion pulmonar,
con un incremento de células inflamatorias y exceso de produccion de moco, junto con mayor resistencia
en las vias respiratorias y una disminucion en la distensibilidad pulmonar. Se observaron elevados niveles
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de citocinas inflamatorias (IL-4, IL-5, IL-13, IL-17A, IL-18, IL-22, IL-23 e IL-1B) en el BAL. Se confirm¢ la
asociacion entre miR-223 y el inflamasoma NLRP3, una diana directa del miR-223. Se identificé un
aumento en la actividad de NLRP3, junto con incrementos en los niveles de caspasa-1, IL-1B e IL-18 a
nivel ARNm y proteina, advirtiendo que miR-223 regula selectivamente el inflamasoma NLRP3. El bloqueo
del inflamasoma NLRP3 o de la IL-1B, y la administracion intranasal de un mimético del miR-223,
revirtieron la inflamacion exacerbada y atenuaron los eventos referidos en ratones deficientes de miR-
223. Estos resultados resaltan la relevancia de miR-223 y del circuito regulador miR-223-NLRP3/IL-13 en
el control de la inflamacion de las vias aéreas en el asma neutrofilica, planteando que la regulacion
positiva de miR-223 podria ser una propuesta esperanzadora en el tratamiento de esta enfermedad al
impedir la activacion de la via de sefalizacion NLRP3/IL-1p3, la cual esta implicada en la patogénesis del
asma3®l,

Los miARNs han adquirido un protagonismo singular por su precision y sensibilidad en reflejar cambios
en la expresibn de genes asociados con patologias como el asma®®?. Los mIiARNs séricos
hsa-miR-26a-1-3p y hsa-miR-376a-3p, vinculados al fenotipo de asma eosinofilica, juegan un rol crucial
en la inflamacién y remodelacién de las vias respiratorias al influir en las vias de sefializacion de p53 y la
interaccion MEC-receptor®®3, Asimismo, el perfil de los mIARNs séricos hsa-miR-148b-3p,
hsa-miR-221-5p, hsa-miR-618, hsa-miR-941 y hsa-miR-769-5p, asociados al fenotipo de asma grave
tratada con GCOs, muestra un aumento en la regulacién de las vias de interaccion MEC-receptor y de
biosintesis de acidos grasos.

Un dato relevante es que la capacidad diagnostica de los miARNs no se limita a su validacién mediante
RT-gPCR en el laboratorio, sino que también pueden ser identificados por dispositivos punto de atencién
(POC; del inglés, Point Of Care), que son portatiles y permiten la deteccion inmediata en pacientes sin
requerir de pruebas de laboratorio. Estos aparatos utilizan numerosos métodos, como la amplificacién
isotérmica, el flujo lateral, la reaccidon con oligonucleétidos, y aquellos fundamentados en nanoperlas,
electroquimica o dispositivos microfluidicos®*. Por tanto, los miARNs obtenidos del estudio en suero
podrian ser altamente provechosos al ser evaluados con dispositivos POC, lo que facilitaria un diagnéstico
rapido y certero del asma, asi como la clasificacion en los distintos fenotipos.

Dado que los miARNSs circulan contenidos en los exosomas 0 asociados con proteinas en el torrente
sanguineo®®®, se propuso examinar el contenido proteico de los exosomas entre diferentes subgrupos de
pacientes con asma (apartados 7.4y 7.4.1). Esto, que alude a la necesidad de las tecnologias émicas (en
este caso, la protedmica), posibilitd hallar patrones proteicos especificos ligados al asma y sus fenotipos,
con preponderancia de algunas de las proteinas®®, otorgando una comprensién mas profunda sobre los
mecanismos inherentes y potenciales puntos de intervencion terapéutica.

7.3.1. Perfiles diferenciales de miARNs en suero y en biopsias pulmonares: los miARNs como
biomarcadores especificos del asma para un fenotipado preciso. Objetivos 1, 2y 4-6

El trabajo que fundamenta esta Tesis Doctoral se centré en estudiar perfiles diferenciales de miARNs en
muestras de suero y hiopsia pulmonar de individuos asmaticos, clasificados segln diversas
caracteristicas clinicas para discriminar entre fenotipos del asma. Se empled miARNs-seq para conseguir
una evaluacion exhaustiva de la expresion de miARNSs en estas muestras, Yy la fiabilidad de los perfiles de
miARNSs identificados se garantizé mediante la posterior validacién por RT-qPCR.
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La eleccion de usar muestras de suero y biopsia pulmonar se justifica por la necesidad de obtener
informacion tanto a nivel sistémico como local, especificamente en el tejido pulmonar, la regién principal
afectada por el asma335336:387-3% Esto se basa en el reflejo sistémico y especifico, la complejidad del
asma, la distincion de fenotipos y endotipos, la identificacion de biomarcadores potenciales y la revelacién
de estrategias terapéuticas®113:391-393 | as muestras de suero posibilitan analizar miARNs circulantes,
evidenciando cambios sistémicos en respuesta al asma, mientras que las biopsias pulmonares brindan
conocimiento directo sobre las modificaciones en el tejido pulmonar3®5:394-3%,

La combinacidn de estas muestras proporciona una comprensién mas profunda de los perfiles de
miARNSs, lo que arroja luz sobre las interacciones entre sistemas biolégicos y la respuesta asmatica?3®.
Esto facilita encontrar miARNs especificos (tanto de patologia como de tejido) que permiten diferenciar
entre grupos de sujetos con asma, fenotipando asi la enfermedad debido a su variabilidad clinica y
bioldgica. Estos miARNs pueden servir como biomarcadores relacionados con la presencia y gravedad
del asma, resultando Utiles para diagndstico, prondstico y seguimiento!’33%7, Ademas, este enfoque
favorece el descubrimiento de miARNs desregulados, lo que orienta hacia opciones de tratamiento
dirigidas para manejar la condiciéon asmatica inherente3%,

En el suero, los miARNs pueden hallarse encapsulados en exosomas, los cuales tienen un papel clave
en la comunicacion intercelular, o en forma libre, asociados con proteinas y otras estructuras para
protegerlos contra la degradaciéon3®®. Los exosomas, producidos y liberados por células importantes en el
asma como los eosindfilos, pueden tener un impacto autocrino al influir en las funciones de las células
que los secretaron, asi como exocrino al afectar a las células estructurales del pulmén como las células
epiteliales y musculares bronquiales!’>3%8.39  Estos mecanismos pueden incentivar la fisiopatologia
asmatica, es decir los procesos biol6gicos subyacentes que contribuyen a los sintomas y caracteristicas
del asmal’24’. Por otra parte, la purificacion de miARNs del tejido pulmonar es esencial para la
investigacion del asma, ya que es el foco de la afeccion, pero la extraccion de miARNs del suero es valiosa
debido a su accesibilidad y facilidad de manejo en comparacion con las muestras directas de tejidos
pulmonares u otras muestras bioldgicas*?°401, Esto permite analizar la expresion de miARNs y representa
fielmente el contenido celular de diversas células implicadas en la patologia asmatica, ya que el torrente
sanguineo es el destino final del contenido intracelular de estas células®314%2. En consecuencia, el suero
proporciona un entorno propicio para el examen de miARNSs, lo que simplifica el analisis de estos
componentes en el estudio de los complejos procesos patoldgicos del asma“©3,

Basandonos en los resultados, se identificaron tres perfiles diferenciales de miARNS:
1) En muestras de suero:
e Asma eosinofilica y no eosinofilica:
o Los resultados de miARNs-seq revelaron 15 miARNs con expresion diferencial, de los cuales
14 estaban sobreexpresados y 1 estaba subexpresado en los pacientes con asma eosinofilica.
o La validacion mediante RT-gPCR confirm6 los miARNs hsa-miR-26a-1-3p y hsa-miR-376a-3p
(perfil 1), con un aumento en su expresion en los pacientes con asma eosinofilica.
e Asma alérgica/atépica y no alérgica/atopica:
o No se observaron diferencias significativas en la expresion de miARNs por miARNSs seq.
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e Asma grave tratada y no tratada con GCOs:

o Los resultados de miARNs-seq revelaron 11 miARNs expresados diferencialmente entre
pacientes con asma grave tratados y no tratados con GCOs, todos sobreexpresados en los
pacientes con asma grave tratados con GCOs.

o La validacion mediante RT-gPCR confirmd los miARNs hsa-miR-148b-3p, hsa-miR-221-5p,
hsa-miR-618, hsa-miR-941 y hsa-miR-769-5p (perfil 2), con un aumento en su expresion en los
pacientes con asma grave tratados con GCOs.

2) En muestras de biopsia pulmonar:
e Asma grave tratada y no tratada con GCOs:

o Los resultados de miARNs-seq revelaron 3 miARNs (hsa-miR-144-3p, hsa-miR-144-5p y
hsa-miR-451a) con expresion diferencial (perfil 3) entre individuos con asma grave tratados y no
tratados con GCOs, todos sobreexpresados en los sujetos con asma grave tratados con GCOs.

o No se confirmaron diferencias significativas en la expresion de los miARNs por RT-gPCR. No
obstante, se observé una tendencia al aumento en su expresion en los individuos con asma
grave tratados con GCOs, coincidiendo con los resultados obtenidos mediante miARNs-seq.

La falta de diferencias en la expresion de miARNs (miARNs-seq) al comparar entre pacientes con asma
alérgica/atdpica y no alérgica/atdpica podria atribuirse a varias razones. Estas incluyen la complejidad de
la patologia, el tamafio limitado de la muestra (ausencia de poder estadistico), la invariabilidad en el nivel
de expresion de miARNSs entre los grupos comparados, la heterogeneidad intragrupal, las limitaciones en
la sensibilidad y precision del método de deteccion, las complejas interacciones en las redes regulatorias
en las que participan los miARNSs, lo que puede dificultar el reconocimiento de patrones lineales o
correlaciones directas con las caracteristicas clinicas consideradas, y la variabilidad temporal, donde las
fluctuaciones en la expresion de miARNSs podrian ser transitorias y no reflejarse en el momento de la toma
de muestras. Todos estos factores podrian ser determinantes en la falta de identificacién de diferencias
en la expresion de miARNSs entre estos grupos?04-412,

El hallazgo de menor cantidad de miARNSs diferencialmente expresados en cohortes mas grandes, en las
validaciones (RT-qPCR) para las comparaciones de asma eosinofilica y no eosinofilica, asi como asma
grave tratada y no tratada con GCO en suero y en biopsias pulmonares, podria explicarse por diversos
factores. En muestras de mayor tamanio, las diferencias podrian ser mas sutiles, complicando alcanzar la
significacion estadistica, especialmente si el efecto es pequefio*'344. Las correcciones estadisticas
multiples podrian reducir la significacion estadistica de las diferencias contempladas*®. En cohortes mas
amplias, el ruido bioldgico y técnico podria jugar un papel mas destacado, entorpeciendo la identificacion
de sefiales reales*!®. La heterogeneidad dentro de grupos mas grandes podria introducir variabilidad
adicional. Igualmente, pese a la eficacia de la técnica de PCR, su utilidad puede limitarse en cohortes
numerosas, donde la expresién de miARNs puede ser mas estable y los cambios menos notorios,
especialmente con diferencias modestas* /420,

Los miARNs del perfil 1 sobresalen como posibles marcadores diagnésticos para distinguir entre los
fenotipos de asma eosinofilica y no eosinofilica, mientras que los de los perfiles 2 y 3 podrian ser
indicadores diagnoésticos para discernir entre los fenotipos de asma grave tratada y no tratada con GCOs.
Estos hallazgos sugieren el potencial de estos miARNs como biomarcadores del asma, demostrando su
eficacia en la caracterizacién de fenotipos en pacientes con esta condicion.
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Se examinaron mediante RT-gPCR los 5 miARNs (hsa-miR-148b-3p, hsa-miR-221-5p, hsa-miR-618,
hsa-miR-941 y hsa-miR-769-5p) con expresion diferencial en suero entre pacientes con asma grave
tratados y no tratados con GCOs, en suero de sujetos con asma grave (tanto tratados como no tratados
con GCOs) y de individuos donantes voluntarios sanos (grupo control). Se evidencié la expresion
diferencial en hsa-miR-148b-3p, con una sobreexpresion en los sujetos con asma. Ademas, se evalud por
RT-gPCR la expresion de estos 5 miARNs, junto con los 2 miARNs (hsa-miR-26a-1-3p Yy
hsa-miR-376a-3p) diferencialmente expresados en suero entre pacientes con asma eosinofilica y no
eosinofilica, en biopsias pulmonares de individuos diagnosticados con asma y de sujetos sin diagndstico
de esta afeccion. Se constatdé la expresion diferencial de hsa-miR-26a-1-3p, hsa-miR-376a-3p y
hsa-miR-769-5p, con una sobreexpresion de estos en los individuos diagnosticados con asma.

En resumen, estos resultados indican que hsa-miR-148b-3p en suero, y hsa-miR-26a-1-3p,
hsa-miR-376a-3p y hsa-miR-769-5p en tejido pulmonar (biopsias pulmonares), podrian servir como
biomarcadores para el asma, exhibiendo una efectividad prometedora en la discriminacién de sujetos
afectados por esta enfermedad y aquellos que no lo estan.

7.3.1.1. Explorando las interacciones miARNs-gen(es) en biopsias pulmonares: implicacion de los
mMiARNSs y sus genes diana en vias de sefializacion u otros procesos en el asma

Después de analizar la expresion de los miARNs en biopsias pulmonares de individuos con y sin
diagnostico de asma, se estudié la expresion de genes diana mediante RT-gPCR. Se exploro la asociacion
entre los miARNs desregulados y genes seleccionados involucrados en vias de sefalizacién u otros
procesos moduladas por estos miIARNs empleando la herramienta bioinforméatica DIANA-miRPath v3.0284,
De los genes diana que fueron objeto de evaluacién, como cinasa 6 de dependiente de ciclina (CDK®6; del
inglés, Cyclin-Dependent Kinase 6), ciclina D1 (CCND1; Cyclin D1) e IGFBP3 para hsa-miR-26a-1-3p;
cadena a 1 del colageno tipo Il (COL3AL; del inglés, Collagen type Ill a 1 chain), cadena a 2 del colageno
tipo VI (COL6A2; del inglés, Collagen type VI a 2 chain), cadena a 1 del colageno tipo | (COL1A1; del
inglés, Collagen type | a 1 chain) y cadena a 3 del colageno tipo VI (COL6A3; del inglés, Collagen type VI
a 3 chain) para hsa-miR-376a-3p; receptor 1 del TGF-B (TGFBR1; del inglés, TGF-B receptor 1), caja de
horquilla O3 (FOXO03; del inglés, Forkhead Box O3) y PTEN para hsa-miR-148b-3p; y proteina cinasa 3
activada por mitdgenos (MAPK3; del inglés, Mitogen-Activated Protein Kinase 3) para hsa-miR-221-5p,
solo se vieron diferencias en la expresion de IGFBP3, FOX03, PTEN y MAPK3 entre sujetos con y sin
diagnostico de asma. La expresion de estos cuatro genes fue superior en los individuos con
diagnosticados con asma.

En particular, IGFBP3 y PTEN participan en la via de sefalizacion de la proteina p53, mientras que
FOXO03, junto con PTEN, intervienen en la via de sefializacion de FoxO. Por otro lado, MAPK3 toma parte
en las vias de regulacion del citoesqueleto de actina y de las uniones adherentes. Dado que los miARNs
desregulados (hsa-miR-26a-1-3p, hsa-miR-376a-3p, hsa-miR-148b-3p y hsa-miR-221-5p) contribuyen al
control de diversas vias fundamentales del asma, se enfatiza la importancia de sus genes diana
inflamatorios (IGFBP3, FOXO3, PTEN y MAPK3) en la patologia asmatica, respaldando investigaciones
previas*?1-424,
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Ademas, se observd una correlacion directa entre hsa-miR-26a-1-3p e IGFBP3, asi como entre
hsa-miR-221-5p y MAPK3 en la poblacion total, tanto en los sujetos con diagnostico de asma como en
aquellos sin este diagndéstico. Generalmente se espera una relacion inversa entre los miARNS y sus genes
diana, donde un aumento en la expresion de un miARN conlleva una disminucién en la expresion del gen
diana, y viceversa*?®>. Esto se debe a que cuando un miARN se une a un ARNm, puede inhibir su
traduccidn en proteina o inducir su degradacién, reduciendo asi la cantidad de proteina producida a partir
de ese gen?3. En cambio, en estos casos se contempld una dindmica opuesta. La explicacion podria
residir en la intrincacién de las interrelaciones miARN-ARNmM*26,

Las variaciones en las biopsias pulmonares analizadas pueden ser resultado de factores genéticos y
ambientales*?"428, Ademas, es plausible la intervenciéon de otros miARNs en la modulacién de ARNm
especificos, como IGFBP-3 o MAPK3, creando una red de regulacion mas compleja. También,
hsa-miR-26a-1-3p y hsa-miR-221-5p podrian estar conectados con otros de sus genes diana, lo que
podria llevar al control inverso de IGFBP3 o MAPK3 de manera indirecta, promoviendo ciclos de
retroalimentacion positiva mediados por estos miARNs*?°, Estos argumentos resaltan la complejidad de
la modulacion postranscripcional miARN-ARNmM en el tejido examinado.

7.3.1.2. Interrelacién entre los miARNs, sus genes diana y las proteinas del eje IGF: efectos
fenotipicos de los miARNSs en la influencia de la obesidad como condicién comoérbida del asma

Para profundizar en el vinculo entre los miARNSs y sus genes diana, se evaluo la expresion sérica de las
proteinas extracelulares solubles IGFBP-3 e IGF-1R en pacientes con asma eosinofilica y no eosinofilica,
asi como en pacientes con asma obesos y no obesos. Estas proteinas, que participan en el eje IGF, son
codificadas por los genes IGFBP3 e IGF1R, siendo dianas de los miARNs hsa-miR-26a-1-3p y
hsa-miR-376a-3p, respectivamentel43430-433 Aynque no hubo diferencias en los niveles de IGFBP-3 e
IGF-1R entre los grupos de pacientes con asma eosinofilica y no eosinofilica, se encontraron diferencias
€n sus concentraciones entre pacientes con asma obesos y no obesos. Los niveles séricos de IGFBP-3
fueron mas elevados en los pacientes con asma no obesos y, por el contrario, la concentracion sérica de
IGF-1R resultd inferior en este mismo grupo. Al clasificar a los pacientes asmaticos en cuatro grupos
segun la presencia de eosinofilia en sangre periférica y obesidad (asma eosinofilica obesa, asma
eosinofilica no obesa, asma no eosinofilica obesa y asma no eosinofilica no obesa), se registraron niveles
séricos de IGFBP-3 mas altos en los pacientes con asma no obesos en comparacion con los obesos,
tanto en aquellos con asma eosinofilica como no eosinofilica. Ademas, se detectaron mayores niveles
séricos de IGF-1R en los pacientes con asma obesos en comparacion con los no obesos, especialmente
notables en los pacientes con asma eosinofilica obesa.

En sintesis, tanto los datos anteriores como los Ultimos hallazgos apuntan a que las proteinas IGFBP-3 e
IGF-1R estan asociadas con el asma y podrian desempefiar un papel activo, particularmente en el marco
de la obesidad como comorbilidad*34-43", Esto se manifiesta en las diferencias en sus niveles entre
pacientes con asma obesos y no obesos, asi como en la condicién de presencia 0 ausencia de eosinofilia
en sangre periférica, subrayando la influencia significativa de la obesidad en esta relacion.

Tras inspeccionar la expresion de los miARNs hsa-miR-26a-1-3p y hsa-miR-376a-3p en suero de
pacientes con asma, ya sean obesos o no, se aprecié una tendencia al incremento de la expresion sérica
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de hsa-miR-26a-1-3p en los pacientes con asma obesos, mientras que la expresion de hsa-miR-376a-3p
fue mas baja en este grupo en comparacion con los pacientes con asma no obesos. Al categorizar a los
pacientes asmaticos en funcién de la eosinofilia en sangre periférica y el IMC, se percibié una expresion
mas pronunciada de ambos miARNS séricos en los pacientes con asma eosinofilica, tanto en individuos
obesos como no obesos. Se evidencid una expresion superior de hsa-miR-26a-1-3p en los pacientes con
asma obesos en comparacion con los no obesos, sobre todo en aquellos sin eosindfilia. Sin embargo, la
expresion de hsa-miR-376a-3p fue mas alta en los pacientes con asma no obesos en comparacion con
los obesos, principalmente en aquellos sin eosinofilia.

En definitiva, la nueva informacion acentta la conexion entre los miARNs séricos hsa-miR-26a-1-3p y
hsa-miR-376a-3p (MiARNs circulantes) y la condicion asmatica?'®332372 indicando su potencial como
biomarcadores del asma y su capacidad para identificar y describir fenotipos de esta afeccion. Estos
resultados incluyen los fenotipos de asma eosinofilica y no eosinofilica, asi como su vinculacién con la
obesidad como comorbilidad.

7.3.1.3. Correlacién entre la expresion de los miARNs y las proteinas con los parametros clinicos:
vinculos de los miARNs con el asma, sus comorbilidades y las posibles implicaciones en su
fisiopatologia

La correlacion entre la expresion de los miARNs y los parametros clinicos respalda su utilidad como
biomarcadores del asma y su contribuciéon a la diferenciacion de fenotipos38438, Se observd una
asociacion negativa entre los valores de ACt de hsa-miR-26a-1-3p y los recuentos de eosindfilos en
sangre periférica en el conjunto total de sujetos, abarcando tanto a los pacientes con asma eosinofilica
como aquellos con asma no eosinofilica. Recordar que un valor ACt mas elevado denota una menor
expresion del miARN. En este caso, la expresion de hsa-miR-26a-1-3p aumenté a medida que se
incremento el conteo de eosindfilos en sangre periférica. Por otra parte, los valores de ACt de hsa-miR-
376a-3p se correlacionaron inversamente con los niveles de FeNO en la poblacion completa (pacientes
con asma eosinofilica y no eosinofilica), asi como con el nUmero de exacerbaciones del asma en el afio
anterior en el grupo de pacientes con asma eosinofilica y en toda la poblacién. En consecuencia, la
expresion de hsa-miR-376a-3p se acrecentd en concordancia con las mediciones de FeNO y la cantidad
de episodios de agravamiento del asma en el afio previo.

Se establecié una correlacion positiva entre las puntuaciones de ACt de hsa-miR-148b-3p y el porcentaje
de FEV1/FVC en los individuos con asma, tanto en comparacion con los sujetos control en suero como al
comparar los grupos de pacientes con asma grave tratados o no tratados con GCOs en suero. De forma
similar, se hallé una asociacion directa entre las cifras de ACt de hsa-miR-221-5p y el porcentaje de
FEV1/FVC, pero Unicamente en el grupo de pacientes con asma grave tratados con GCOs (comparativa
entre pacientes con asma grave tratados o no tratados con GCOs en suero).

La expresion de hsa-miR-148b-3p y hsa-miR-221-5p disminuy6é a medida que aument6 el FEV1/FVC.
Asimismo, se identific6 una relacion negativa entre los valores de ACt de hsa-miR-26a-1-3p y las
mediciones del IMC en el grupo de pacientes con asma no eosinofilica y en la poblacidn total (pacientes
con asma eosinofilica y no eosinofilica). También, se detectd una asociacion inversa entre los niveles de
concentracion de IGFBP-3 y las evaluaciones del IMC en el grupo de pacientes con asma eosinofilica y
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en la totalidad de la poblacién, sefialando que la expresién de hsa-miR-26a-1-3p se elevd
proporcionalmente al IMC, mientras que los niveles de IGFBP-3 mermaron con el aumento del IMC.

La correlacion entre los niveles de expresion de los miARNs y las variables clinicas sugiere que estos
mMiARNS no solo son Utiles como biomarcadores del asma, sino que también podrian tener funciones en
su fisiopatologia al estar ligados con los aspectos cinicos.

7.3.1.4. Interpretacion de las respuestas de los miARNs: importancia de los modelos celulares para
entender las respuestas terapéuticas en el asma

Es crucial destacar la relevancia de los modelos biolégicos in vitro en la investigacién cientifica*3°. Nuestra
indagacion de los perfiles diferenciales de miARNSs se beneficié de SAEC y BSMC, representativas de las
células estructurales del pulmént™. Las células epiteliales y musculares bronquiales de las vias
respiratorias tienen un papel critico en el asma, ya sea eosinofilica o neutrofilica. Esta funcién se
manifiesta a través de fendmenos como el descamado epitelial, la fibrosis subepitelial, el incremento de
la masa muscular y la polarizacion hacia un comportamiento contractil, todos ellos vinculados al proceso
de remodelado de las vias respiratorias**°. Los modelos celulares in vitro permiten estudiar fenémenos
bioldgicos, contemplando mecanismos moleculares, de manera controlada, precisa y simplificada,
reduciendo la complejidad de los sistemas vivos y acortando los periodos de estudio*3°441-445 En nuestro
caso, utilizar SAEC y BSMC nos posibilitd enfocarnos en el efecto de la dexametasona, un GC, en la
expresion de los 5 miARNSs diferenciales confirmados entre pacientes con asma grave tratados y no
tratados con GCOs en suero. No obstante, al no encontrar alteraciones significativas en la expresién de
los miARNS después de la exposicion a la dexametasona a corto (4 h) o largo (24 h) plazo en los dos tipos
celulares mediante RT-qPCR, estas diferencias en su expresién no estan relacionadas con el tratamiento
con GCs en si mismo, sino que podrian estar asociadas a la gravedad del asma u otros factores en los
pacientes que requieren tratamiento con GCOs. Por consiguiente, estos modelos celulares nos
proporcionaron una comprension mas detallada en el ambito terapéutico al examinar la expresién de los
MiARNSs.

En conclusion, este enfoque minucioso, que aborda distintos escenarios como el suero y el tejido
pulmonar, ha proporcionado una comprensién mas completa de los perfiles de miARNSs tanto circulantes
como locales en el asma. Los avances logrados con este trabajo en la identificacion de biomarcadores
especificos para el asma plantean la perspectiva de una clasificacion mas precisa de los pacientes y el
desarrollo de tratamientos personalizados empleando estas herramientas, los miARNSs.

7.4.Los exosomas y su composicion proteica en el fenotipado del asma. Objetivo 3

Los exosomas derivados de eosinéfilos y de otras células del sistema inmune con capacidad para secretar
exosomas, como ceélulas dendriticas, células B, células T, macrofagos y mastocitos, tienen una
funcionalidad importante en el asma debido a la presencia, entre otros componentes, de proteinas
esenciales implicadas en el desarrollo y la progresion esta enfermedad*”>446.

El uso de técnicas 6micas (genémica, metabolémica, protedmica, transcriptdmica, etc.) desempefia un
papel fundamental en la investigacion a gran escala para la busqueda de posibles biomarcadores
moleculares de patologias*’. Las VEs ejercen una funciéon destacada en la patogénesis de muiltiples
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afecciones y su composicién biomolecular refleja el estado fisiolégico y patoldégico de las células
precursoras. Con el avance de las tecnologias dmicas, se han intensificado los estudios acerca de las
proteinas contenidas en las VEs a través de técnicas protedmicas, con la intencion de descubrir
indicadores moleculares efectivos que posibilitan el diagnostico precoz en una variedad de tipos de
cancer348-450,

Para abordar el tercer objetivo de esta Tesis Doctoral, que consistié en caracterizar el contenido proteico
de los exosomas purificados de suero y de sobrenadante de esputo de pacientes con asma eosinofilica y
no eosinofilica, se verificd la existencia de exosomas aislados en las dos muestras biolégicas. La
confirmacion se baso en la deteccidn de CD63 y ALIX, moléculas clave que describen a los exosomas y
gue comunmente se usan como marcadores proteicos de estas VEs?®*. Estas proteinas fueron
seleccionadas debido a su relevancia en la biogénesis de los MVBs y los exosomas**l. Ademas, se
asegurd la ausencia de calnexina, una proteina negativa para los exosomas, evitando influencias de
proteinas residuales de las células de origen®?. La presencia de CD63 y ALIX, junto con la carencia de
calnexina, se corrobord mediante ensayos de reconocimiento de proteinas por Western blot.

Después de comprobar la existencia de los exosomas, se determind su perfil proteico mediante nano-
cromatografia liquida de fase reversa acoplada a un espectrometro de masas de alta resolucién. Se
identificé y cuantificé la abundancia de un nimero superior de proteinas en los exosomas purificados de
sobrenadante de esputo (1.934 proteinas) en comparacion con los exosomas aislados de suero
(403 proteinas). Esta disparidad podria atribuirse a factores como la diferencia en la concentracién de los
exosomas (el suero, al ser una muestra mas diluida en contraste con el esputo, podria albergar menos
exosomas), el origen y contenido de estos, los métodos de purificacién (que podrian influir en la cuantia
y composicién de los exosomas obtenidos) y las limitaciones técnicas en el analisis de proteinas (que,
sumado a la sensibilidad de los equipos utilizados, podria afectar a la cantidad de proteinas).

Se detectaron perfiles distintivos de exosomas en suero y en sobrenadante de esputo de pacientes con
asma eosinofilica y no eosinofilica. Con relacion a las proteinas que mostraron diferencias significativas
en su abundancia entre los grupos de pacientes asmaticos, pacientes con asma eosinofilica y no
eosinofilica, se hallaron 18 de 27 proteinas de los exosomas de suero (p < 0,02) y 111 de 316 proteinas
de los exosomas de sobrenadante de esputo (p < 0,01) en ambos grupos de pacientes con asma. Las
proteinas restantes fueron Unicas de uno de los dos grupos de pacientes asmaticos.

La nano-cromatografia liquida de fase reversa acoplada espectrometria de masas no identific6 los
marcadores de exosomas establecidos por Western blot (CD63 y ALIX). Esto podria deberse a que la
espectrometria de masas, al detectar péptidos especificos entre una gran diversidad, podria ser
potencialmente menos sensible que el Western blot, lo que podria llevar a que algunos péptidos pasen
desapercibidos durante la identificacion. A diferencia del Western blot, que busca y amplifica sefiales de
moléculas especificas, la espectrometria de masas permitié la descripcion de otros marcadores de
exosomas, como tetraspanina-9 (TSPAN9; del inglés, Tetraspanin-9) y RAP2B en los exosomas de suero,
como también algunas HSPs y RABs en los exosomas de sobrenadante de esputo.
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Entre las proteinas identificadas, 9 de 27 proteinas de los exosomas de suero y 209 de 316 proteinas de
los exosomas de sobrenadante de esputo habian sido previamente encontradas en el proteoma completo
de los eosindfilos*3, lo que apunta hacia un origen eosinofilico de los exosomas.

En cuanto a las proteinas de los exosomas de suero, se resaltan especialmente dos proteinas: FLG,
exclusiva en los pacientes con asma no eosinofilica, y CD44, mas abundante en los pacientes con asma
eosinofilica. Estas proteinas estan relacionadas con la inflamacion de las vias aéreas en el asma. En el
contexto de las citocinas T2 en el asma, Gao et al. observaron que la deficiencia de FLG en las células
epiteliales respiratorias puede incrementar la permeabilidad epitelial y la expresion de IL-33/TSLP,
retroalimentando positivamente la respuesta inflamatoria T229, Katoh subrayd la importancia de CD44 en
la acumulacion de células Th2 especificas de alérgenos en las vias aéreas en modelos de ratén de asma
aguda desencadenada por alérgenos?®°. Sano et al. vieron que CD44 se expresa constitutivamente en
eosinofilos en estado de reposo (inactivos) y que su expresion se eleva tras la activacion de estos mediada
por citocinas**,

Por otro lado, en los exosomas de sobrenadante de esputo, sobresalen tres proteinas basicas o catidnicas
primordiales de los eosindfilos, que presentaron una mayor abundancia en pacientes con asma
eosinofilica. Estas proteinas, PRG2 o MBP, EPX 0 EPO y RNASE?2 o0 EDN, se localizan en los granulos
secundarios o especificos de los eosinéfilos*>°. Ademas, se destaca CLC o galectina-10, también con una
abundancia mas alta en pacientes con asma eosinofilica, tipica de los granulos primarios o azuréfilos de
los eosindfilos. Estas proteinas de los eosindfilos son conocidas por su papel esencial en el asmal!14%,

La diferencia en la presencia de estas proteinas en los exosomas de sobrenadante de esputo en
comparacion con los exosomas de suero donde no fueron detectadas, podria ser consecuencia de varias
razones. Esto incluye la constitucién de proteinas de los exosomas (liberados por diferentes tipos de
células y en distintos microambientes bioldgicos), la composicién celular de las muestras biolégicas de
las que provienen estos (los exosomas de sobrenadante de esputo reflejan la respuesta inmunitaria local
y pueden ser ricos en proteinas vinculadas con la inflamacidn, sobre todo al ser secretados por células
inflamatorias como los eosindfilos), la variabilidad en el origen (pueden proceder de variedad de células,
y la contribucién relativa de los diferentes tipos celulares a la poblacién de exosomas puede ser variable
entre suero y sobrenadante de esputo), los métodos de aislamiento y las restricciones técnicas en el
analisis de proteinas.

Ademas de las proteinas del sobrenadante de esputo ya mencionadas, otras son relevantes por su
asociacion con los eosinéfilos y su funcion en el asma. Entre estas figuran CD101, antileucoproteinasa o
inhibidor de proteasa leucocitaria secretora (SLPI; del inglés, Secretory Leukocyte Protease Inhibitor),
receptor 1 de C5a (C5AR1; del inglés, C5a Receptor 1), ligando 10 de quimiocina de motivo C-X-C
(CXCL10; del inglés, C-X-C motif chemokine Ligand 10), y antigeno de histocompatibilidad de clase |,
cadena a E (HLA-E; del inglés, Histocompatibility Antigen class |, a chain-E).

Van Hulst et al. indicaron que los subconjuntos de eosindfilos regulatorios e inflamatorios se distinguen
por la expresién de los marcadores lectina F similar a inmunoglobulina de uniéon a &cido sidlico
(SIGLEC-F; del inglés, Sialic acid-binding Immunoglobulin-like Lectin-F) y CD101. Al contrario de los
eosindfilos regulatorios, los eosindéfilos inflamatorios se caracterizan por tener una elevada expresiéon de
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SIGLEC-F y ser CD101*321, Osiecka et al. reportaron que los eosindfilos humanos son una de las
principales fuentes de SLPI, almacenandose en el nlcleo cristalino de sus granulos#*’. Raundhal et al.
informaron que la expresion de SLPI se regula negativamente en situaciones de afeccion grave, como el
asma grave, tanto en humanos como en modelos animales de ratén, lo que podria explicar la disminucion
de la funcién pulmonar en el asma grave, ya que el SLPI es un inhibidor de la HRB*%8,

Wiese et al. registraron una expresion incrementada de C5aR1 en eosindfilos inflamatorios en
comparacion con los eosindfilos residentes. En modelos de raton de asma alérgica carentes de Cbharl,
notaron una disminucion en el trafico de eosindfilos inflamatorios y una menor produccion de IL-5 (una
citocina fundamental en la activacion y supervivencia de los eosindfilos) por ILC2s%°. Nakagome y
Nagata, afirmaron que CXCL10 activa los eosindfilos in vitro y esta regulada al alza en el asma inducida
por virus*®. Finalmente, Baines et al. revelaron una posible correlacién entre el grado de obstruccién de
las vias respiratorias en el asma y algunos genes, incluido HLA-E*62,

En el diagrama de Venn se puso de manifesto que solo 3 proteinas, PSMB1, SHBG y BCHE, eran
compartidas por los exosomas de suero (27 proteinas) y de sobrenadante de esputo (316 proteinas). La
abundancia de SHBG era mas baja en los exosomas de suero en los pacientes con asma eosinofilica en
comparacion con aquellos con asma no eosinofilica, y era Unica de los exosomas de sobrenadante de
esputo en pacientes con asma eosinofilica. Por otra parte, la abundancia de las otras dos proteinas fue
superior, con PSMBL1 en los exosomas de sobrenadante de esputo y BCHE en los exosomas de suero, o
eran exclusivas, con PSMBL1 en los exosomas de suero y BCHE en los exosomas de sobrenadante de
esputo, en los pacientes con asma eosinofilica.

De estas 3 proteinas, solamente PSMB1 ha sido reconocida en el proteoma completo de los eosinéfilos*°3
y podria estar involucrada en la patogénesis del asma. Liu et al. sefialaron que la subunidad 3 tipo 3 del
proteasoma (PSMB3; del inglés, Proteasome subunit 8 type 3) podria interferir desfavorablemente en el
mecanismo de proteccidon de los GCs en la desensibilizacion de los receptores adrenérgicos 32, dianas
de agonistas como el salbutamol para aliviar los sintomas de pacientes asmaticos. Nuestros resultados,
con PSMB1 Unica en los exosomas de suero, y PSMB1 y PSMB3 mas abundantes en los exosomas de
sobrenadante de esputo en los pacientes con asma eosinofilica, concuerdan con los hallazgos de Liu et
al. y sugieren un posible efecto perjudicial en la eficacia protectora de los GCs en la desensibilizacién de
los receptores adrenérgicos (-2 en estos pacientes, quienes experimentan un fenotipo del asma mas
grave y suelen recibir tratamiento con GCs*%2,

Respecto a SHBG, Arathimos et al. proporcionaron indicios de que un aumento en sus niveles circulantes
se vincula con una reduccién en el riesgo de desarrollar asma, particularmente en mujeres*3. En nuestro
estudio, encontramos una menor existencia de SHBG en los exosomas de suero en los pacientes con
asma eosinofilica en comparacion con aquellos con asma no eosinofilica. Dado que el asma eosinofilica
tiende a ser mas grave que el asma no eosinofilica, se podria argumentar que el nivel de expresion de
SHBG guarda una correlacién inversa con la gravedad. Por otro lado, Ben Anes et al. comunicaron una
mayor actividad de BCHE en pacientes con EPOC y una asociacion positiva entre la actividad de BCHE
y el dafio oxidativo*®*. De manera similar, en nuestro estudio, observamos una abundancia mas alta de
BCHE en los exosomas de suero, asi como su exclusividad en los exosomas de sobrenadante de esputo
en los pacientes con asma eosinofilica. Este hallazgo podria interpretarse como una respuesta
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compensatoria a una inflamacion mas intensa y al estrés oxidativo, con la consiguiente acumulacion de
oxidantes y radicales libres.

7.4.1. Proteinas exosomales en el centro del escenario: papel en los procesos bioldgicos
asociados al asma

Las proteinas de los exosomas de suero estan mayoritariamente ligadas a procesos bioldgicos
relacionados con el sistema inmune, representando el 78,26% del total. El sistema inmune esta
estrechamente vinculado a la condicion asmética debido a su implicacion en la respuesta inflamatoria
crénica de las vias aéreas, con la participacion de células inmunolégicas como eosinéfilos y linfocitos46°,
Entre estos procesos, algunos son significativos en la patogénesis del asma, como la sefalizacién por el
receptor de células B (BCR; del inglés, B-Cells Receptor), la activacion del BCR mediada por antigeno, la
sefalizacién del receptor FceRl, y la activacion de NF-kB, MAPK y la movilizacién de calcio (Ca?*)
mediadas por FceRI.

La sefalizacion del receptor FceRI involucra la colaboracion de sefiales de diacilglicerol (DAG) y Ca?*
intracelular, activando proteinas cinasas C (PKCs; del inglés, Kinase Protein(s) C) y, a su vez, otras vias
como la de NF-kB. La fosforilacion de proteinas en la cascada de sefializacion del receptor FceRlI resulta
en el reclutamiento y la activacién de otras proteinas, entre ellas MAPK, lo que provoca la degranulacién
de mastocitos y la produccion de citocinas®®. En relacion con la activacion del BCR mediada por antigeno,
se destaca que la concentracion de antigeno juega un rol critico en la accién de las células B en el asma
alérgica desencadenada por acaros del polvo doméstico?66.

Por otra parte, en la categoria hemostasia, aunque se limita al proceso de interacciones de la superficie
celular en la pared vascular, tiene un papel crucial en enfermedades pulmonares como el asma. Las
células inflamatorias deben migrar a través de las células endoteliales para llegar al tejido pulmonar, lo
que conlleva la adhesién inicial de los leucocitos a las células endoteliales en sitios inflamatorios, seguida
de su desplazamiento entre las células endoteliales, donde proteinas como CD44 cumplen una funcion
clave en esta interaccion?67:468,

Las proteinas de los exosomas de sobrenadante de esputo intervienen en mas procesos biolégicos,
algunos intimamente asociados con la patologia asmatica. Las tres categorias predominantes son
metabolismo, ciclo celular y transduccion de sefales. Estas categorias, que superan el 10% cada una y
comprenden cerca del 50% de todos los procesos, estan fuertemente relacionadas con procesos de
marcada actividad, sugiriendo que los exosomas de sobrenadante de esputo estan conformados por
proteinas de notable actividad. Entre los procesos de estas categorias, se resaltan el metabolismo del
glucégeno, la respuesta al dafio en el ADN dependiente de p53 y las cascadas de sefializacion de la
familia MAPK, los cuales estan ligados a la afeccion asmatica. EI empleo prolongado de GCs ha
demostrado generar alteraciones importantes en el metabolismo del glucégeno en el misculo esquelético,
dando lugar a un incremento en la acumulaciéon del mismo?#%°. Asimismo, el dafio en el ADN,
fundamentalmente de doble cadena, desencadena una respuesta caracterizada por la activacion de
guinasas sensoras, la formaciéon de focos de dafio en el ADN con la histona H2AX fosforilada y la
induccién de proteinas reguladoras del ciclo celular como p53 y p21. Estos sucesos culminan en la
detencion del ciclo celular, vinculandose con procesos de senescencia celular y evidenciando su
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relevancia en el asma*’®. Dentro del grupo de proteinas MAPK, el subgrupo p38 sobresale por su
contribucion a la inflamacién de las vias respiratorias y los procesos pulmonares asociados al asmay la
EPOC. Por consiguiente, la inhibicion farmacoldgica de la cascada de sefializacion de p38 MAPK podria
ofrecer perspectivas prometedoras para mejorar el tratamiento del asma y la EPOC#™.

En linea con lo observado en los exosomas del suero, las proteinas contenidas en los exosomas de
sobrenadante de esputo, como las proteinas bésicas o cationicas del eosinofilo (PRG2, EPXy RNASE?2),
y otras mencionadas previamente, estdn implicadas en procesos del sistema inmune, siendo esta la
cuarta categoria mas representada. Ejemplos de procesos relacionados con la condicién asmatica dentro
de la categoria sistema inmune incluyen el sistema inmune innato, la degranulacion de neutrofilos, la
sefializacién no candnica de NF-kB (--> NIK o mediada por dectina-1), la sefalizacion por el BCR, la
sefializacion aguas abajo del TCR, el sistema inmune adaptativo y la respuesta inmunitaria innata
antivirica.

Los neutrofilos, células efectoras esenciales en la respuesta inmunitaria innata y posibles protagonistas
en el asma no T2 (T2-bajo), combaten a los patdgenos mediante la fagocitosis y la liberacion de sus
contenidos granulares (degranulacion). La formacién excesiva de trampas extracelulares de neutrdfilos,
estructuras liberadas para defenderse de patdgenos invasores, pueden contribuir al dafio de las vias
respiratorias y agravar el asma*’2. Por otro lado, la inflamacién T2 en el asma se origina por la compleja
interaccion entre el epitelio de las vias aéreas y los sistemas inmunes innato y adaptativo*’. El sistema
ubiquitina-proteasoma regula la actividad de NF-kB, un factor de transcripcién vital en la expresién de
genes proinflamatorios, conduciendo a la produccion de citocinas, moléculas de adhesion, quimiocinas,
factores de crecimiento y enzimas cruciales en trastornos pulmonares inflamatorios como el asma*’4. Se
ha constatado una regulacién negativa de la sefializaciéon del BCR en la exacerbacion del asma*’®.
Ademas, en modelos de ratén de asma, las células Th2 Dennd1b” muestran retrasos en la modulacién
descendente del TCR, una sefializacion del TCR aumentada y un aumento en la secrecion de citocinas
efectoras*’®. En el asma desencadenada por virus, se registra un incremento en los niveles séricos de
CXCL10, los cuales correlacionan con la gravedad de la enfermedad*™”.

En otras categorias, con una menor presencia de procesos biolégicos, como las categorias de respuestas
celulares a estimulos y muerte celular programada, se destacan, respectivamente, los procesos biolégicos
via KEAP1-NFE2L2 (0o NRF2) y apoptosis, que involucran al proteasoma*’848 En la categoria de
motilidad celular, se resalta el proceso del movimiento del cilio epitelial, fundamental en la circulacion del
liquido extracelular. Los cilios de las células epiteliales de las vias respiratorias son méviles y tienen
funciones sensoriales, respondiendo a estimulos mecanicos y quimicos. La motilidad ciliar se ve
influenciada por factores como el pH y la viscosidad del medio liquido extracelular circundante, entre
otros*®l, Para terminar, en la categoria de enzimas, se encuentra el proceso de actividad catalitica, donde
participan proteinas clasicas de eosindfilos, como EPX y RNASE2482:483,

En el diagrama de Venn se mostré que solo 1 proceso bioldgico, la sefalizacion del receptor FceRlI, era
comin a las proteinas de los exosomas de suero (23 procesos hiolégicos) y a las del sobrenadante de
esputo (248 procesos bioldgicos). Este proceso, asociado a la patologia asméatica, especialmente al asma
alérgica®?, apunta a que las proteinas presentes en los exosomas de ambos tipos de muestras
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desempefian un papel destacado en la afeccion asmatica a niveles sistémico y local, indicando una
conexion en este proceso especifico a distintos niveles.

En resumen, los resultados logrados en esta Tesis Doctoral (figura resumen) evidencian el cumplimiento
de los objetivos al descubrir dos perfiles séricos de miARNs diferenciales entre pacientes con asma
eosinofilica y no eosinofilica, asi como entre estos dos fenotipos, considerando ademas la obesidad como
comorbilidad del asma (2 miARNs: hsa-miR-26a-1-3p y hsa-miR-376a-3p), y entre pacientes con asma
grave tratados y no tratados con GCOs (5 miARNSs: hsa-miR-148b-3p, hsa-miR-221-5p, hsa-miR-618,
hsa-miR-941 y hsa-miR-769-5p). También se observaron diferencias en la expresién de
hsa-miR-148b-3p en suero entre individuos con asma (asma grave tratados y no tratados con GCOs) y
sujetos sin asma (individuos sanos control). Estos miARNS circulantes podrian servir como biomarcadores
del asma, ayudando en el diagnéstico y la categorizacion de pacientes con diferentes fenotipos de la
enfermedad. Ademas, la expresion diferencial de 3 de estos miIARNs (hsa-miR-26a-1-3p,
hsa-miR-376a-3p y hsa-miR-769-5p) en biopsias pulmonares entre sujetos con asma e individuos sin
diagnéstico de asma (sujetos control) acentla su vinculo con la condicion asmatica. Por ultimo, las
variaciones en el contenido proteico de los exosomas de suero y de sobrenadante de esputo, tanto entre
los grupos de pacientes con asma eosinofilica y no eosinofilica como entre los dos tipos de muestras,
aluden a que las proteinas, ademas de los miARNS, podrian ser Gtiles como marcadores para discriminar
entre distintos fenotipos del asma.
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Figura resumen. Infografia de los resultados significativos de esta Tesis Doctoral. Se identificaron dos perfiles de miARNs circulantes usando muestras de suero. El primero
incorpora los miARNs hsa-miR-26a-1-3p y hsa-miR-376a-3p, con diferencias de expresion entre pacientes con asma eosinofilica y no eosinofilica, asi como entre estos dos fenotipos,
considerando ademas la obesidad como comorbilidad del asma. Se observaron diferencias en el perfil proteico de los exosomas de suero y de sobrenadante de esputo entre el asma
eosinofilica y no eosinofilica. El segundo perfil incluye los miARNs hsa-miR-148b-3p, hsa-miR-221-5p, hsa-miR-618, hsa-miR-941 y hsa-miR-769-5p, con expresion diferencial entre
pacientes con asma grave tratados y no tratados con GCOs. Igualmente, se detectaron diferencias de expresion de hsa-miR-148b-3p entre individuos con asma (asma grave tratados y
no tratados con GCOs) y sin diagnostico de asma (sujetos sanos control). Estos hallazgos sugieren que la expresion de estos miARNs podria ser (til tanto en el diagnéstico como en la
diferenciacion de fenotipos del asma. Estos miARNSs se postulan como biomarcadores prometedores para esta patologia. Ademas, se vio una expresion diferencial de 3 de los miARNs
séricos (hsa-miR-26a-1-3p, hsa-miR-376a-3p y hsa-miR-769-5p) en biopsias pulmonares entre individuos con asma y sin diagnostico de asma (sujetos control), fortaleciendo su
asociacion con la condicion asmatica y destacando su relevancia en la comprension y evaluacion de la afeccion, especialmente considerando la inflamacién pulmonar. Figura creada

con BioRender (BioRender.com).
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8. LIMITACIONES

Esta Tesis Doctoral representa un avance significativo en la investigacion de la patologia asmatica al
identificar mediadores, como miARNs y otras moléculas sefializadoras, no previamente descritas en la
clasificacion del asma. Estos hallazgos permiten categorizar a los pacientes en subgrupos mas
especificos segun caracteristicas clinicas, inflamatorias, fisioldgicas y genéticas, simplificando el camino
hacia tratamientos personalizados y mas eficaces. Aungue los datos son preliminares, proporcionan una
base para futuras investigaciones. Es crucial validar las moléculas en estudios con un mayor nimero de
muestras, confirmar su utilidad como biomarcadores y explorar los mecanismos moleculares para
encontrar posibles dianas terapéuticas. Este enfoque no solo mejoraria la compresion de la enfermedad
asmatica, sino que también conduciria al desarrollo de estrategias terapéuticas mas eficientes y dirigidas.

Reclutar pacientes con asmay obtener muestras clinicas para estudios clinicos es una tarea exigente que
demanda un esfuerzo significativo. Se necesita colaboracion y coordinacién entre diversas disciplinas en
el ambito sanitario, como médicos, enfermeros, investigadores y personal especializado. Esto implica una
planificacion cuidadosa y una comunicacion efectiva entre todos los involucrados.

A pesar de los notables avances en esta Tesis Doctoral, se deben considerar limitaciones importantes.
La disponibilidad limitada de recursos y de tiempo afectd a la recopilacién y el andlisis de datos,
influenciando el tamafio de la muestra y la posibilidad de realizar experimentos adicionales. La
complejidad intrinseca al area de estudio también planted desafios en la interpretacién de los resultados
y su extrapolacion a contextos mas amplios. Ademas, la pandemia de la Enfermedad por Coronavirus
2019 (COVID-19) impactd6 marcadamente la adquisicion de material de laboratorio y la ejecuciéon de
experimentos debido a medidas de distanciamiento social y protocolos de seguridad, especialmente
aquellos relacionados con la obtencién de muestras de esputo.

Es fundamental reconocer las limitaciones de este proyecto, tanto las generales anteriormente sefialadas
como las especificas, que se detallardn a continuacion, teniendo en cuenta su potencial repercusion en
la interpretacion de los hallazgos y en la formulacion de conclusiones de la investigacion. No obstante,
enfrentarse a estas limitaciones puede dar lugar a avances y mejoras sustanciales en el trabajo cientifico.
Ademas, estas limitaciones crean oportunidades para investigaciones posteriores, motivando a los
investigadores a resolver cuestiones pendientes y buscar enfoques mas holisticos en el campo de estudio.

8.1. Variabilidad en las caracteristicas de los sujetos del estudio y, por ende, en sus muestras
clinicas

En todas las comparaciones se incluyeron muestras de individuos diagnosticados con asma. La
heterogeneidad de los pacientes asmaticos es esencial para comprender y abordar esta afeccion
respiratoria crénica*®*. La diversidad en los perfiles clinicos ha llevado a la identificacion de diferentes
fenotipos y endotipos, contribuyendo a un mejor entendimiento de la patologia y facilitando una atencion
médica personalizada*®. Estos subtipos se basan en caracteristicas clinicas, inflamatorias, fisiolégicas y
genéticas, clasificando a los pacientes con asma en subgrupos mas especificos con necesidades
particulares*®. Sin embargo, la heterogeneidad, especialmente al utilizar grupos de muestras pequefias,
puede percibirse como una limitaciéon. Esta variabilidad, al emplear cohortes de muestras de pequefia

193



Limitaciones

magnitud, dificulta la generalizacion y la extrapolacion de los resultados a la poblacion asmatica en su
conjunto. Los datos obtenidos podrian no haber reflejado completamente la variabilidad y la complejidad
global del asma. En el proyecto MEGA?7, se intenté minimizar esta limitacion mediante una seleccion
aleatoria, pero manteniendo una proporcionalidad en las caracteristicas poblacionales dentro de cada
grupo de comparacion. A pesar de ello, estratificar entre variables para formar subgrupos homogéneos
habria supuesto una disminucién en la potencia estadistica debido a la falta de conjuntos de sujetos lo
suficientemente grandes. Respecto a los individuos asméticos de los que se usaron muestras de biopsia
pulmonar provistas por el Consorcio Biobanco Pulmonar CIBERES, el problema se superd al examinar
todas las muestras disponibles.

La variabilidad biolégica mencionada, sumada a factores no controlables como el entorno y las diferencias
en la exposicién a alérgenos y otros factores ambientales?, complicé la deteccion de diferencias
significativas en la expresiéon de miARNSs entre pacientes con asma alérgica/atépica y no alérgica/atépica
(proyecto MEGA?Z?%7). La restriccion en el tamafio de los grupos estudiados y la metodologia utilizada
también pudieron contribuir a esta dificultad*87-48°,

En relaciéon con los pacientes con asma del proyecto MEGA?%7, se emplearon muestras de suero y de
sobrenadante de esputo recolectadas en la VB. Estas muestras corresponden a pacientes diagnosticados
con asma antes de ingresar al estudio, algunos de los cuales ya estaban bajo tratamiento, el cual fue
suspendido o interrumpido (incluidos los GCOs y otros tratamientos) antes de la toma de muestras. El
tratamiento, no uniforme entre los pacientes*®%4%1, podria haber influido en las mediciones de las
moléculas analizadas''?. Ademas, la carencia de muestras pretratamiento impidié determinar si las
diferencias en los perfiles de miARNSs entre grupos de sujetos con asma grave tratados y no tratados con
GCOs eran consecuencia del tratamiento en si mismo o evidenciaban caracteristicas basales inherentes
a la enfermedad que incidieron en la eleccion del tratamiento.

En el proceso de investigacion, se presentaron desafios adicionales, como las discrepancias en la
obtencion de muestras de sangre periférica y esputo inducido, que fue llevada a cabo en dos Servicios
diferentes (Alergologia y Neumologia) en distintos hospitales. Esta diversidad en los métodos o
condiciones de recoleccién podria haber afectado la consistencia de las muestras recopiladas. Ademas,
se observé una diferencia estadisticamente significativa en la edad entre los grupos de individuos
diagnosticados con asma y sujetos sin diagnéstico de asma que suministraron muestras de biopsia
pulmonar para el analisis. Aunque esta diferencia no se consideré como un factor de confusién debido a
la ausencia de significacién estadistica en comparaciones mas amplias, como en el suero, donde se
incorporaron muestras de mas individuos, es probable que la edad no haya tenido un impacto
considerable en la expresion de miARNSs.

En dltimo lugar, se destac6 como contratiempo la carencia de muestras de sujetos control (individuos
sanos sin diagndstico de asma) en ciertas evaluaciones, como en el caso de sujetos con asma eosinofilica
y no eosinofilica versus (vs.) individuos control. Se indicé que las muestras de suero de sujetos control
provenian principalmente de médicos residentes del Servicio de Alergologia (HUFJD) o miembros (sobre
todo, investigadores predoctorales y postdoctorales) del Departamento de Inmunologia (11S-FJD), lo que
limitaba el rango de edad a edades mas jovenes. Se enfatizé en el requerimiento de mas muestras de
individuos de edades mas adultas para lograr una representacién equitativa de todas las edades. Ademas,
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se subray6 que los sujetos sin diagndstico de asma de los cuales se usaron muestras de biopsia pulmonar
mostraban otras afecciones pulmonares, lo que podria haber condicionado la ausencia de percepcion de
diferencias significativas en las moléculas examinadas.

8.2. Datos incompletos y aspectos clinicos no registrados de los individuos del estudio

Se analiz6 informacion de dos bases de datos clinicas. La base de datos de los sujetos asmaticos del
proyecto MEGA?% incluye datos demogréficos y clinicos detallados, mientras que la base de datos de los
individuos de los que se utilizaron muestras de biopsia pulmonar es mas escueta, abarcando
caracteristicas demogréficas y ciertas variables clinicas para los sujetos diagnosticados con asma y solo
parametros poblacionales para los individuos sin diagnéstico de asma. Hubo restricciones en la
disponibilidad de informacién completa de todos los sujetos en ambas bases de datos. Ademas, la falta
de incorporacion de algunos datos clinicos dificultd efectuar un andlisis mas exhaustivo. Finalmente, en
lo que respecta a los individuos sanos de los cuales se emplearon muestras de suero, no se pudo acceder
a una base de datos clinica especifica. Sin embargo, se contd con un documento que ofrecia
caracteristicas demograficas y parametros clinicos vinculados a la patologia asmatica. Pese a esto, al
igual que en los dos casos anteriores, no se tenia la totalidad de los datos de todos los sujetos.

8.3. Uso de un namero reducido de muestras en la investigacion

La utilizacion de cohortes de muestras pequefias, particularmente en el examen de la expresion de
miARNs por miARNs-seq en suero y en biopsia pulmonar, asi como la determinacién del contenido
proteico de los exosomas, supuso retos notables en términos de representatividad, generalizacion
(a nuevos conjuntos de datos) y apreciacién de la incertidumbre. Para contrarrestar esta limitacion, se
validaron los resultados en cohortes de muestras mas grandes y diversas. A pesar de esto, la cantidad
limitada de muestras, junto con la dedicacion de tiempo en el estudio, comprometié la posibilidad de
manejar conjuntos mas extensos.

Ademas, la subdivision de grupos de individuos segln una caracteristica concreta, como la eosinofilia en
sangre periférica, basada en otra condicién, como la obesidad (comorbilidad del asma), pudo haber
generado grupos no homogéneos, lo que habria complicado la consistencia de los resultados, incluso con
un namero sustancial de participantes.

8.4. Calidad y cantidad de las muestras

La restriccion en la accesibilidad y la delicadeza de muestras como el suero o las biopsias pulmonares,
estas ultimas también de dificil obtencion debido a su naturaleza invasiva, constituyeron obstaculos en la
investigacion, donde la cantidad y calidad de las muestras son esenciales. El agotamiento de suero y de
biopsias pulmonares de algunos sujetos impidié su inclusion en todas las aproximaciones realizadas.
Aunque se contaba con muestras adicionales de suero como reserva, las muestras de biopsia pulmonar
eran irremplazables.

La calidad de las muestras pudo haber repercutido en la precision, confiabilidad y validez de los resultados
conseguidos. Factores como la contaminacion, deterioro o artefactos en una muestra de baja calidad
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podrian haber entorpecido la interpretacién de los resultados. Fue crucial cumplir con procedimientos
rigurosos en la recoleccion, almacenamiento y procesamiento de muestras para preservar su calidad y
minimizar posibles sesgos o errores.

Respecto a las muestras de suero procesadas a partir de sangre periférica, se resalta la hemdlisis como
un elemento negativo que influye en la calidad de las muestras. La hemdlisis, que implica la ruptura de
los glébulos rojos vy la liberacion de hemoglobina*®?, pudo interferir con las mediciones y los andlisis
subsiguientes, impactando las concentraciones de las proteinas séricas y la integridad del ADN o del ARN
en las muestras*®34%4, En cuanto a las muestras de sobrenadante de esputo, una elevada contaminacion
y una viabilidad celular reducida conllevan a una calidad inferior del esputo, restringiendo su utilidad en
estudios futuros*®. Se priorizé la seleccion de muestras de suero no hemolizadas para la determinacion
de la expresion de los miARNSs, descartando aquellas con hemdlisis (miARNSs de eritrocitos) 4. Para ello,
se cuantificd la expresion de hsa-miR-23a-3p y hsa-miR-451a, miARNs que miden hemolisis, y se
determind el indice de hemdlisis mediante la formula Cthsa-mir-23a-3p - Clhsa-mir-451a < 7 (€n valor absoluto),
garantizando asi la integridad de las muestras. Ademas, en el caso de las muestras de sobrenadante de
esputo, se procurd escoger aquellas con buena calidad, poca contaminacion (£ 15%) y alta viabilidad
celular (=2 70%).

Por ultimo, la calidad de las biopsias pulmonares, relacionada con la integridad y la representatividad del
tejido, varié entre las muestras. Identificamos factores importantes que afectan la calidad de las biopsias,
como el tamafio y la cantidad, la conservacion del tejido y ausencia de impurezas.

8.5. Aspectos limitantes en la evaluacion de la expresiéon de los miARNSs

A lo largo de los apartados previos se destacan dificultades en los analisis de la expresion de miARNSs por
miARNs-seq, como diferencias intragrupales, conjuntos de individuos acotados y la técnica de deteccion
empleada. Estas limitaciones pudieron contribuir a no reconocer miARNs con expresion diferencial en la
comparativa entre pacientes con asma alérgica/atdpica y no alérgica/atopica. Ademas, las diferencias en
las muestras dentro de un mismo grupo incidieron en los resultados de la expresién de miARNs mediante
gPCR, donde cohortes mas amplias no exhibieron cambios significativos entre grupos en la expresion de
miARNS, que si fueron diferencialmente expresados por miARNs-seq. Asimismo, dos miARNs hallados
mediante miARNs-seq no fueron detectados por qPCR.

8.6. Incompatibilidad de los controles internos en la normalizacion de la expresion de los miARNs
(qPCR)

Para estandarizar la expresion de los miARNs analizados en las diversas comparaciones entre grupos,
se usé inicialmente la prueba de homogeneidad de X de Ct, utilizando los programas estadisticos
GraphPad Instat v3.0 y GraphPad Prism® v6.0. Se opt6 por una o varias moléculas enddgenas
(y ex6genas; miARNs y ARNs) como controles internos. En caso de no poder establecer controles internos
de esta manera, se recurrié a la herramienta estadistica Bestkeeper?’>. En consecuencia, en las diferentes
comparativas entre grupos, no se emplearon los mismos miARNs o ARNs como controles internos.
Ademas, algunos de los miARNs designados como controles internos han sido anteriormente identificados
como dianas en enfermedades*7-499,
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8.7. Uso de equipos distintos en la ultracentrifugacion de las muestras de suero y de sobrenadante
de esputo para la purificacion de los exosomas

El proceso de aislamiento de exosomas para el estudio de su perfil proteémico comenzé utilizando
muestras de suero, que fueron sometidas a dos ciclos de ultracentrifugacion en una ultracentrifuga XL-80
con el rotor 70Ti y suplementadas con PBS 1X estéril hasta alcanzar un volumen de 20 mL en ambas
ocasiones. Para obtener exosomas de muestras de sobrenadante de esputo, se empled una
micro-ultracentrifuga Sorvall™ serie MX 120 Plus con el rotor S140-AT. Estas muestras fueron
ultracentrifugadas una Unica vez, con la agregacién de PBS 1X estéril hasta completar un volumen de
1,3 mL. Es relevante sefialar que el uso de diferentes equipos de ultracentrifugacion pudo ocasionar
alteraciones en la cantidad o poblaciones de exosomas purificados de los dos tipos de muestras.
Adicionalmente, se afiadi6 EDTA (5 nM) al disolvente de ambas muestras (PBS 1X) para prevenir la
agregacion de exosomas®® y evitar posibles variaciones en el contenido proteico como efecto de la
congelacién necesaria para el transporte.

8.8. Problemas asociados a la investigacion de la expresién de los miARNs y los genes in vitro en
SAECy BSMC

En los ensayos in vitro, se consideraron para su utilizacion dos tipos fundamentales de células de las vias
respiratorias: las células epiteliales y las células del musculo liso'’. Se llevaron a cabo pruebas in vitro
de expresion de miARNs y genes para evaluar la influencia de la dexametasona en SAEC y BSMC. La
falta de evidencia clara, con o sin dexametasona, en la expresion de miARNs en los dos tipos celulares
no puede extrapolarse a otras células, como las inflamatorias, que presentan diferencias en estructura,
funcion y composicion. Asimismo, los resultados obtenidos en SAEC no se pueden proyectar directamente
a BSMC ni viceversa.

Por otro lado, surgié otra complejidad relacionada con los tiempos de incubacion con el estimulo. Se
definieron dos lapsos temporales, a las 4 hy a las 24 h después de la aplicacion de la dexametasona, con
el propésito de observar el impacto a corto y largo plazo en la expresion de miARNs y genes en SAEC y
BSMC. No obstante, es factible que al contemplar otros periodos de incubacion con el estimulo, como
menos de 4 h, entre 4 hy 24 h, o mas de 24 h, los hallazgos podrian haber sido distintos.
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9. CONCLUSIONES

Se describe la existencia de miARNSs especificos desregulados, con expresion diferencial entre pacientes
asmaticos de diferentes fenotipos. Estos miARNs facilitan la identificacion y discriminacién de los
pacientes con asma.

Esta conclusion principal se fundamenta en las siguientes conclusiones parciales:

1. Se identificé en el suero un perfil de 2 miARNSs, hsa-miR-26a-1-3p y hsa-miR-376a-3p, con expresién
diferencial entre pacientes con asma eosinofilica y no eosinofilica, lo que posibilita la diferenciacion entre
ambos fenotipos.

2. Se evidenciaron diferencias de expresion de hsa-miR-26a-1-3p y hsa-miR-376a-3p en suero entre
pacientes con asma eosinofilica y no eosinofilica, considerando la obesidad como comorbilidad del asma.
Estos miARNs permiten, por tanto, distinguir entre pacientes asmaticos segun su estado inflamatorio,
influenciado por la eosinofilia, la obesidad, ambas (0 ninguna de ellas). Ademas, se vio un cambio en la
expresion de estos miARNs en biopsias pulmonares entre sujetos con y sin diagnéstico de asma,
consolidando su asociacion con la enfermedad asmatica.

3. La comparacion de los exosomas purificados de suero y de sobrenadante de esputo de pacientes con
asma eosinofilica y no eosinofilica puso de manifiesto diferencias en su composicién proteica.

4. Se detectd en el suero un perfil de 5 miARNs, hsa-miR-148b-3p, hsa-miR-221-5p, hsa-miR-618,
hsa-miR-941 y hsa-miR-769-5p, con expresion diferencial entre pacientes con asma grave tratados y no
tratados con GCOs, ofreciendo la posibilidad de discernir entre ambos fenotipos.

5. La expresion sérica de hsa-miR-148b-3p varié, ademas, entre individuos con diagnostico de asma y
sujetos no diagnosticados de asma (individuos sanos control), consolidando su potencial como
biomarcador especifico para el diagnoéstico del asma. De los 5 miARNs encontrados en el suero
(hsa-miR-148b-3p, hsa-miR-221-5p, hsa-miR-618, hsa-miR-941 y hsa-miR-769-5p), se aprecié un cambio
en la expresion de hsa-miR-769-5p en biopsias pulmonares entre sujetos con y sin diagnéstico de asma,
fortaleciendo su vinculo con la patologia asmatica. Dado que el pulmén es el foco inflamatorio central en
el asma, este miARN juega un papel esencial en su comprension y evaluacion.

6. La ausencia de modificaciones remarcables en la expresion de los miARNs (hsa-miR-148b-3p,
hsa-miR-221-5p, hsa-miR-618, hsa-miR-941 y hsa-miR-769-5p) en respuesta a la dexametasona en
modelos celulares in vitro (SAEC y BSMC) sugiere que las diferencias en su expresion en el suero entre
pacientes con asma grave tratados y no tratados con glucocorticoides (GCOs) podrian estar mas
relacionadas con la gravedad intrinseca del asma u otros factores que con el tratamiento con GCOs.

7. El analisis computacional de las vias de sefializacion y rutas metabélicas reguladas por los miARNs
alterados destaco su contribucién a la patogénesis del asma, influyendo en procesos relacionados con
esta afeccion. Ademas, la correlacion entre la expresion de los miARNSs y las variables clinicas respaldé
su importancia y su capacidad para caracterizar los distintos fenotipos del asma.

201






Conclusions

10. CONCLUSIONS

We report the existence of specific deregulated miRNAs, differentially expressed between asthma patients
of different phenotypes. These miRNAs facilitate asthma patient identification and discrimination.

This main conclusion is supported by the following partial conclusions:

1. A profile of 2 miRNAs, hsa-miR-26a-1-3p and hsa-miR-376a-3p, with differential expression between
patients with eosinophilic and non-eosinophilic asthma was identified in serum, enabling differentiation
between both phenotypes.

2. Differences in serum hsa-miR-26a-1-3p and hsa-miR-376a-3p expression were found between patients
with eosinophilic and non-eosinophilic asthma, considering obesity as an asthma comorbidity. These
mMiRNAs, therefore, allow to distinguish between asthma patients according to their inflammatory status,
influenced by eosinophilia, obesity, both (or none of them). In addition, a change in the expression of these
MiRNAs was seen in lung biopsies between subjects with and without a diagnosis of asthma, consolidating
their association with asthmatic disease.

3. Comparison of purified exosomes from both serum and sputum of patients with eosinophilic and non-
eosinophilic asthma revealed differences in their protein composition.

4. A profile of 5 miRNAs, hsa-miR-148b-3p, hsa-miR-221-5p, hsa-miR-618, hsa-miR-941 and
hsa-miR-769-5p, with differential expression between OCS-treated and non-OCS-treated patients with
severe asthma was detected in serum, offering the possibility to discern between both phenotypes.

5. Serum expression of hsa-miR-148b-3p also varied between individuals diagnosed with asthma and
subjects not diagnosed with asthma (healthy control individuals), consolidating its potential as a specific
biomarker for the diagnosis of asthma. Of the 5 miRNAs found in serum (hsa-miR-148b-3p,
hsa-miR-221-5p, hsa-miR-618, hsa-miR-941 and hsa-miR-769-5p), a change in the expression of
hsa-miR-769-5p was observed in lung biopsies between subjects with and without a diagnosis of asthma,
strengthening their link to asthmatic pathology. Given that the lung is the central inflammatory focus in
asthma, this miRNA plays an essential role in its understanding and assessment.

6. The absence of remarkable modifications in the expression of miRNAs (hsa-miR-148b-3p,
hsa-miR-221-5p, hsa-miR-618, hsa-miR-941 and hsa-miR-769-5p) in response to dexamethasone in in
vitro cell models (SAEC and BSMC) suggests that differences in their expression in serum between
patients with severe asthma treated and not treated with glucocorticoids (OCS) may be more related to
the intrinsic severity of asthma or other factors than to treatment with OCS.

7. Computational analysis of the signalling pathways and metabolic pathways regulated by altered miRNAs
highlighted their contribution to asthma pathogenesis, influencing asthma-related processes. Furthermore,
the correlation between the expression of these miRNAs and clinical variables supported their importance
and their ability to characterise different asthma phenotypes.
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12. ANEXOS
12.1. Anexos de la seccidén materiales y métodos

Los anexos de la seccion materiales y métodos pueden descargarse escaneado el siguiente cédigo QR:
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12.2. Anexos de la seccién resultados

Los anexos de la seccion resultados pueden descargarse escaneado el siguiente codigo QR:
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