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CLAVE DE ABREVIATURAS: 

 
ACT: Test de control de asma 

ADN: Acido desoxirribonucleico 

ADNc: ADN complementario  

AQLQ: Cuestionario de calidad de vida en asma 

ARN: Acido ribonucleico 

ARNm: Acido Ribonucleico mensajero 

CD: Célula dendrítica 

CT: Ciclo Umbral 

CVF: Capacidad Vital Forzada 

DE: Desviación estándar 

ICS/LABA: Corticosteroide inhalado y Beta agonosta de acción prolongada  

IL: Interleucina 

LBA: Lavado broncoalveolar 

LT: Linfocitos T 

MAPK: Proteínas quinasas activadas por mitógenos 

miARNs: Micro ARN 

NGS: Secuenciación de próxima generación 

PCR: Reacción en cadena de la polimerasa 

qPCR: Reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa 

RA: Rinitis alérgica 

STAT-5: Activador de la transcripción 5 

TGF- ß: Factor de crecimiento transformante beta 

Th2: linfocito T colaborador de clase 2 
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TSLP: Linfopoyetina del estroma tímico 

UTR: Región no traducida 

VEMS: Volumen Espiratorio Máximo en el primer Segundo 

SNOT-22: Test de valoración nasosinusal 22 

VR: Volumen residual 

TLC: Capacidad pulmonar total 

DLCO: Capacidad de difusión pulmonar. 
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RESUMEN EN ESPAÑOL: 

 
Existe actualmente evidencia suficiente para pensar que los biomarcadores tienen 

un papel en diversos puntos clave del asma: incluyendo el diagnóstico, la gravedad de la 

enfermedad y en la respuesta al tratamiento. Las células liberan al espacio extracelular 

diferentes tipos de vesículas de doble membrana lipídica, entra las que se encuentran los 

exosomas, que funcionan como elementos muy importantes en la comunicación 

intercelular, puesto que son capaces de distribuir material genético, ARNm, ADN 

mitocondrial y microARNs (miARNs). 

Los miARNs son una familia de pequeñas moléculas de ARN no codificantes, de 

aproximadamente 22 nucleótidos de longitud. Actúan como reguladores de la expresión 

génica, lo que resulta en la inhibición de la traducción de proteínas o degradación de 

ARNm. Una de las características únicas de los miARNs es que se secretan al medio 

extracelular (plasma, BAL, esputo etc) y que son resistentes a la degradación por 

nucleasas, a la temperatura y a otras condiciones extremas, haciendo de ellos unos 

biomarcadores muy prometedores y estables. En este trabajo se estudia por primera vez 

la estabilidad de los microARNs en el paciente asmático a lo largo de todo un año, 

demostrándose que no hay cambios importantes en la medición de los microARNs en el 

tiempo cuando la enfermedad permanece estable y no se modifica el tratamiento. Además, 

se demuestra que existen diferencias en la expresión de ciertos miARNs tras la 

introducción de un tratamiento biológico en asma grave no controlada. La expresión de 

miR-338-3p cambia después del tratamiento, lo que podría ser un biomarcador de 

respuesta temprana a un fármaco biológico anti-IL-5, este cambio de expresión no se 

corrrelaciona con la mejoría obtenida en la función pulmonar. 
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RESUMEN EN INGLES: 

 
There is currently enough evidence to think that biomarkers play a role in several 

key points in asthma: including diagnosis, severity of the disease, and response to 

treatment. Cells release different types of lipid double membrane vesicles into the 

extracellular space, including exosomes, which function as very important elements in 

intercellular communication, since they are capable of distributing genetic material, 

mRNA, mitochondrial DNA and microRNAs (miRNAs). 

MiRNAs are a family of small non-coding RNA molecules, approximately 22 nucleotides 

in length. They act as regulators of gene expression, resulting in inhibition of protein 

translation or mRNA degradation. One of the unique characteristics of miRNAS is that 

they are secreted into the extracellular environment (plasma, BAL, sputum, etc.) and that 

they are resistant to degradation by nucleases, temperature and other extreme conditions, 

making them very promising and stable biomarkers.  This work studies for the first time 

the stability of microRNAs in asthmatic patients throughout a year, showing that there 

are no important changes in the measurement of microRNAs over time when the disease 

remains stable and the treatment is not modified. Furthermore, it is shown that there are 

differences in the expression of certain miRNAs after the introduction of a biological 

treatment in severe uncontrolled asthma. The expression of miR-338-3p changes after 

treatment, which could be a biomarker of early response to an anti-IL-5 biological drug, 

without being associated with the improvement obtained in lung function. 
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INTRODUCCIÓN: 

Asma, enfermedad de la vía aérea 

La definición más consensuada de la enfermedad asmática se debe a la iniciativa 

GINA (Global Initiative for Asthma) (1), considerando las características clínicas, 

fisiológicas y patológicas de la enfermedad la definen de la siguiente manera:  

“El asma es una enfermedad heterogénea, usualmente caracterizada por la inflamación 

crónica de las vías respiratorias. Está definida por la historia de los síntomas 

respiratorios como sibilancias, falta de aire, opresión torácica y tos, que varían en el 

tiempo y en intensidad, junto con la obstrucción variable del flujo pulmonar”.  

 El asma es una de las enfermedades crónicas más frecuentes a nivel mundial, en 

el 2016 se calculó que existían por encima de los 339 millones de personas afectadas en 

el mundo (2) y causó en todo el mundo 417.918 fallecimientos provocando la pérdida de 

24,8 millones de años de vida ajustados en función de la discapacidad (3). Su alta 

prevalencia, entorno al 20% en los países más industrializados, y su morbilidad (4), junto 

con la dificultad de conseguir un adecuado control en muchos casos, nos lleva a pensar 

que pese al gran conocimiento actual acerca de esta patología y del desarrollo de nuevos 

tratamientos, conocemos solo parcialmente la enfermedad. De hecho, a pesar de la 

ingente investigación que se realiza sobre la patologia asmática, aún existen lagunas, e 

ideas que cambian, a veces sustancialmente, con la evolución del conocimiento científico.  

Una de las características intrínsecas del asma es su variabilidad. Esta 

heterogeneidad que rodea a la enfermedad asmática ha conducido a dividir esta patología 

en diferentes fenotipos (5) en los que se agrupan los pacientes en función de los siguientes 
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parámetros: las características clínicas y fisiopatológicas, la historia natural, los 

marcadores asociados, y por último, la respuesta al tratamiento.  

 De hecho, recientemente se ha incluído el concepto de endotipo (6), definido 

como un subtipo, que se define funcional y patólogicamente por determinados 

mecanismos moleculares o por una respuesta a tratamiento.  La ventaja de definir los 

endotipos, es que estos podrían permitir una aproximación terapéutica más personalizada.  

 

Los eosinófilos en el asma 

En general, la enfermedad asmática se orquesta mediante la respuesta inmunitaria de tipo 

2 (T2), típica de enfermedades inflamatorias de tipo alérgico.  El modelo de asma actual 

se muestra en la Figura 1; el daño epitelial causado por factores ambientales y / o 

infecciosos es beneficioso para la migración de células dendríticas (CD). En la etapa de 

sensibilización, las CD procesan antígenos (o alérgenos) y migran a los ganglios linfáticos 

locales, donde interactúan con linfocitos T (LT) inmaduros para inducir la diferenciación 

de células T, principalmente células T colaboradoras 2 (Th2) (7). Diferentes citocinas y 

quimiocinas afectan la activación de las CD y la maduración de los linfocitos Th2, así 

como su migración a la mucosa epitelial. Las citocinas producidas por los linfocitos Th2 

inducen la producción de IgE y otros cambios asociados con el asma, como la eosinofilia 

de las vías respiratorias, la linfocitosis pulmonar y el aumento en el número  de mastocitos 

(8). Cuando se produce una nueva exposición alergénica, se desencadena una respuesta 

donde la IgE, unida a la superficie de los mastocitos, tiene un papel clave al inducir la 

secreción de mediadores que activan, a su vez, a las células del sistema inmune innato, 

entre las que se encuentran los eosinófilos y las células del sistema inmune adaptativo, 

principalmente, células Th2, perpetuando así la respuesta inflamatoria en el asma (7). 
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Figura 1: Los eosinófilos realizan sus funciones efectoras cuando se orquesta una respuesta inmune. Los alérgenos activan el 
epitelio de las vías respiratorias que secretan citocinas como IL-33, IL25 o TSLP, que activarán ILC2 para secretar moléculas de 
reclutamiento proeosinofílicas como IL4-IL5 e IL-13. Las células dendríticas procesan el alérgeno y activan las células TH2 CD4 + 
que promueven el reclutamiento de eosinófilos a través de la producción de IL-4, IL-5, GM-CSF e IL-13. El reclutamiento de 
eosinófilos también se promueve directamente en el epitelio por las células endoteliales, las células epiteliales y los fibroblastos, así 
como por la secreción de moléculas como la periostina y la eotaxina. Una vez reclutados y activados, los eosinófilos se dirigen a las 
vías respiratorias y secretan el contenido tóxico y enzimático de sus gránulos (ECP, MPB, NO, ROS, MMP9), causando daño 
epitelial. Modificado de Sastre B y cols J Investig Allergol Clin Immunol 2018; Vol. 28(5): 289-04. 
 
 

 

Una de las células principales en este tipo de respuesta inmune es el eosinófilo 

(8). Los eosinófilos forman parte de una compleja red de interacciones que implican a un 

gran número de células inmunocompetentes y no inmunocompetentes, así como tejidos.  

De todas las células integrantes de la respuesta inmune de tipo 2, los eosinófilos 

son decisivos en la propagación y el mantenimiento del estado inflamatorio, pero su 

carácter pleiotrópico los sitúa en muchos otros escenarios siempre relacionados con este 

tipo de respuesta, lo que sugiere una gran importancia de estas células en la coordinación 
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de la inmunidad de tipo 2. En procesos alérgicos y en el asma, estas células son reclutadas 

a la vía respiratoria desde la médula ósea a través del torrente sanguíneo (8). Una vez en 

las vías respiratorias, los eosinófilos liberan proteínas catiónicas, citoquinas, quimiocinas 

y mediadores lipídicos contenidos en sus gránulos citoplásmicos (9). Estas moléculas 

pueden actuar sobre otras células y sobre los propios eosinófilos, y puede contribuir a la 

perpetuación de la inflamación y el daño tisular (10). Estos procesos pueden visulizarse 

en la Figura 1. 

Estudios recientes están redefiniendo el papel de los eosinófilos, y se han 

demostrado nuevas funciones inmunoreguladoras y reparadoras en el pulmón (10). Asi, 

los eosinófilos participarían: 

1. En la fase de iniciación de los eventos que conducen a la polarización Th2. 

2. En la supresión de las vias Th1/Th17 en los nodulos linfáticos pulmonares. 

3. En el reclutamiento de células Th2 en el pulmón. 

4. En los mecanismos de resolución de la inflamación que restablecen la homeostasis 

pulmonar. 

Todo ello ha hecho que  los eosinófilos cobren de nuevo un papel muy importante en 

el asma, no solo como  biomarcador de gravedad y/o control de síntomas del asma sino: 

 1.  Como regulador de múltiples funciones y una de las posibles formas de hacerlo 

sería mediante la liberación de exosomas permitiendo la comunicación  intercelular. 

 2. Como diana terapéutica, de hecho actualmente existe un importante desarrollo 

terapéutico en marcha con biológicos cuya diana es el eosinófilo de forma directa [anti-

IL5Rα, benralizumab (11)] o indirecta [anti-IL-5, mepolizumab (12) y reslizumab (13)]. 

Los eosinófilos pueden liberar exosomas que contienen una gran cantidad de 

proteínas y microARNs (miARNs) que podrán ser transferidos a las células receptoras. 
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De esta manera los eosinófilos pueden transportar miARNs a otras células y tejidos y 

ejercer diferentes funciones (14). 

 

MicroARNs 

Los miARNs son secuencias de ARN de cadena simple de 19-24 nucleótidos de 

longitud que no se traducen en proteínas. Actúan como reguladores de la expresión génica 

al unirse a la región 3' no traducida (UTR) del ARNm diana, lo que produce la inhibición 

de la traducción de proteínas o la degradación de ARNm (Figura 2). Los miARNs tienen 

diferentes perfiles de expresión dependiendo del tipo de célula y estado de la enfermedad. 

 Los miARNs presentes en suero son muy estables y resistentes a las ARNasas 

sanguíneas y se ha descrito que algunos están diferencialmente expresados en varias 

patologías respiratorias (15). Todas estas características hacen a los miARNs un campo 

emergente en el asma alérgica, concretamente como posibles biomarcadores. 
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Figura 2: La biogénesis de los miARN comienza con la transcripción del miARN primario por la ARN polimerasa II. El miARN 
primario es escindido por el complejo microprocesador Drosha/DGCR8 para generar el pre-miARN el cual es transportado al 
citoplasma mediante el complejo EXP5. Allí es procesado por el complejo Dicer-TRBP para generar el dúplex miARN-miARN. El 
miARN maduro se une al ARNm para regular su expresión. Imagen realizada con BioRender ®. 

 

 

Importancia de un buen biomarcador en el asma 

El coste anual total del asma en España se estima en 1480 millones de euros (IC 

del 95%, 382- 2565 millones de euros) para los pacientes con hiperreactividad bronquial 

demostrada y 3022 millones de euros (IC del 95%, 2472-3535 millones de euros) en 

pacientes diagnosticados únicamente por síntomas compatibles (16), esto hace que sea de 

gran utilidad y necesario encontrar un biomarcador diagnóstico con una elevada 

sensibilidad y especificidad para poder disminuír el sobre tratamiento y el sobre 

diagnóstico. Es importante destacar que ningún test diagnóstico disponible actualmente 

para el asma es infalible. El test diagnóstico más sensible es la provocación bronquial 

inespecífica con metacolina, con una sensibilidad del 96% y una especificidad del 78% y 

los más específicos son: la variabilidad diaria en el PEF, con una sensibilidad del 61%, 

una especificidad del 81% y la prueba broncodilatadora en la espirometría, con una 

sensibilidad del 31% y una especificidad del 95% (17). Con estos datos de sensibilidad y 

especificidad diagnóstica parece claro que puedan ser necesarias herramientas 

complementarias para ayudar en el diagnóstico. En algunos casos de asma leve 

persistente, y en prácticamente todos los pacientes con asma leve intermitente, no es fácil 

demostrar alteraciones funcionales. Las herramientas diagnósticas que pueden ayudarnos 

en estas situaciones son las dirigidas a monitorizar la inflamación de las vías respiratorias. 

Es posible que la inflamación asmática pueda ser mantenida como consecuencia de 

perfiles alterados de expresión de miARNs que estén regulando las complejas 

condiciones inflamatorias que ocurren en el asma (14).  
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MicroARNs como biomarcadores en el asma 

La expresión diferencial de miARNs en fluidos biológicos entre pacientes con 

asma y controles, al igual que su papel en los subconjuntos de células inmunitarias ha 

sido investigado en diversos estudios (18-19). En estos estudios, se ha abordado el 

desarrollo de miARNs como marcadores de respuesta al tratamiento (18). Entre otros, el 

miARN-146a se ha implicado en la inflamación de las vías respiratorias (19) y el miARN-

155 en el desarrollo de la atopia (18). Estos hallazgos adelantan que los miARNs pueden 

tener un papel potencial como biomarcadores del estado de la enfermedad o como 

respuesta al tratamiento. El uso de los miARNs como terapia para el asma quedaría por 

determinar y su uso como dianas terapéuticas en el pulmón no está claro actualmente. 

 Los estudios más recientes indican que los miARNs y ciertos biomarcadores como 

el FENO y la periostina pueden ser importantes en el control de la respuesta inmune de 

los individuos con asma, sin embargo, siguen existiendo muchos interrogantes sin 

respuesta (20). No está claro, por ejemplo, si deben medirse por separado o es por el 

contrario más importante medir un grupo de ellos que actúen de manera coordinada o si 

son estables a lo largo del tiempo. Hay evidencia suficiente para pensar que los 

biomarcadores tienen un papel en diversos puntos clave del asma: incluyendo el 

diagnóstico, la gravedad de la enfermedad y posiblemente también en la respuesta al 

tratamiento. Sin embargo, la correlación de los distintos biomarcadores con la respuesta 

clínica y funcional tras la instauración del tratamiento farmacológico no está bien 

establecida. 

Recientemente, como trabajo previo a la realización de esta tesis doctoral, se ha 

publicado un trabajo realizado por el grupo de Inmunología y Alergia del Instituto de 

Investigación Sanitaria de la Fundación Jiménez Díaz de Madrid (21).  
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Antecedentes  

Para identificar las diferencias de miARN en eosinófilos de sujetos asmáticos y 

sanos, analizaron el miARNoma en 6 muestras de eosinófilos de asmáticos y 4 muestrasde 

individuos sanos. Los investigadores observaron 539 miARNs maduros en eosinófilos y 

24 de ellos se expresaron diferencialmente entre ambos tipos de eosinófilos (sanos y 

asmáticos). De estos, 14 estaban sobreexpresados en eosinófilos de asmáticos y los otros 

10 estaban regulados a la baja. Estos resultados obtenidos por la técnica de secuenciación 

de próxima generación (NGS) fue validada por PCR cuantitativa (qPCR).  

Para evaluar si la firma de MiARNs podría usarse como un biomarcador, 

analizaron si se conservaba en suero. Analizaron los 14 miARNs en sueros de 138 

pacientes asmáticos y 39 sujetos sanos. De los 14 miARNs, miR-1246, miR144-5p, miR-

320a, miR-185-5p y miR-21-5p se encontraron regulados al alza en los sueros de 

pacientes asmáticos en comparación con los controles sanos. El miR-185-5p demostró en 

esta población tener un mejor rendimiento diagnóstico que la periostina sérica, un 

biomarcador descrito anteriormente. Además, los autores encontraron que había dos 

miARNS (miR 185-5p y miR 1246) que se relacionaban con la gravedad, ya que la 

sobreexpresión era mayor en los asmáticos intermitentes y leves en comparación con los 

controles, e incluso ligeramente mayor en los asmáticos persistentes moderados y 

severos. Otro hallazgo interesante que encontraron los autores fue una correlación 

significativa entre la expresión de algunos miARNs y valores espirométricos como la 

capacidad vital forzada (CVF) y el volumen espiratorio forzado en el primer segundo 

(VEMS).  La expresión de MiR-144-3p, miR-1246, miR320a, miR-21-5p y miR-629-5p 

se correlacionó negativamente con los valores de CVF en asmáticos. La expresión de 

MiR-629-5p se correlacionó negativamente con los valores de VEMS en los asmáticos. 
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Estos resultados podrían sugerir que a una mayor expresión de estos miARNs habría un 

mayor empeoramiento de los valores espirométricos. 

Para una mejor discriminación entre asmáticos y sanos, los autores crearon un 

modelo de regresión logística multivariable con una sensibilidad de 0,89 y una 

especificidad de 0,77. También crearon dos modelos de Random Forest, un método de 

aprendizaje automático supervisado utilizado para la clasificación de muestras según un 

conjunto de variables, en este caso la expresión de los miARNs en suero. El primer 

modelo se ejecutó para discriminar entre el estado de salud y el de asma, y el segundo 

para crear un modelo predictivo para clasificar a los sujetos en función de la gravedad de 

la enfermedad asmática (intermitente, leve persistente, persistente moderada y persistente 

grave). Los autores fueron capaces de clasificar a los sujetos en asmáticos o sanos con 

una sensibilidad y especificidad de 0.75. En resumen, este es el primer estudio que 

muestra el perfil de expresión diferencial de miARNs asociados con la patología del asma. 

Además, algunos de estos miARNs se encontraban en el suero y se podrían integrar en 

modelos estadísticos para el diagnóstico de asma. 

 

Estabilidad en el tiempo de los miARNs y respuesta al tratamiento 

La utilidad de los miARNs como marcadores de la respuesta terapéutica al 

tratamiento inhalado se ha explorado en la literatura por otros grupos de trabajo (22). 

Hasta la fecha, se ha identificado que los pacientes asmáticos tienen una expresión 

diferencial de más de 100 microARNs en comparación con sujetos sanos (22). También 

se ha demostrado que el pulmón tiene un perfil de expresión de miARNs muy específico, 

que se conserva en todas las especies de mamíferos, y que los miARNs son importantes 

para el desarrollo pulmonar y el mantenimiento de la homeostasis pulmonar (23,24). El 

perfil de expresión de miARNs específicos en biopsias de las vías respiratorias humanas 
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y en los tipos de células comúnmente asociados con las vías respiratorias y el pulmón, 

parece que se mantiene en los pacientes con asma leve (25). Este estudio comparó el perfil 

de expresión de miARN entre muestras de biopsias de las vías respiratorias de pacientes 

asmáticos antes y después del tratamiento con budesonida. De los 227 miARN medidos 

usando PCR en tiempo real, no encontraron una alteración en el perfil de expresión de 

miARN, a pesar de un régimen de budesonida de 4 semanas de duración (25). En la tabla 

1 se puede observar un resumen de los miARN enumerados en estas líneas y su relación 

con el asma. 

 

MIARN ASOCIACIÓN CON EL ASMA ESTUDIO 

MIR-146A Mediador de inflamación en 
músculo liso 

Comer BS et al (19) 

MIR-155 Desarrollo de la atopia Perry MM et al (18) 

MIR-1246 Marcador de asma, marcador de 
gravedad en asma, relación negativa 
con CVF. 

Rodrigo-Muñoz JM et al 
(21) 

MIR144-5P Marcador de asma Rodrigo-Muñoz JM et al 
(21) 

MIR-320A Marcador de asma, relación negativa 
con CVF. 

Rodrigo-Muñoz JM et al 
(21) 

MIR-185-5P Marcador de asma, marcador de 
gravedad en asma 

Rodrigo-Muñoz JM et al 
(21) 

MIR-21-5P Marcador de asma, relación negativa 
con CVF 

Rodrigo-Muñoz JM et al 
(21) 

MIR-144-3P Relación negativa con la CVF. Rodrigo-Muñoz JM et al 
(21) 

MIR 629-5P Relación negativa con la CVF y el 
VEMS 

Rodrigo-Muñoz JM et al 
(21) 

 

Tabla 1: MiARN enumerados en estas líneas y su relación con el asma. 
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En cuanto al asma más grave sabemos que en el asma de origen alérgico, las ILC2 

son una potente fuente de citocinas distintivas de tipo 2, IL-13 e IL-5, que provocan la 

inflamación. Las ILC2 pueden contribuír a una respuesta Th2 a través de la secreción de 

citocinas, pero también pueden influenciar a otras células directa o indirectamente a 

través de su efecto en células accesorias o mediante contacto directo célula-célula, 

liberando señales del sistema inmunitario adaptativo (26). Además, las ILC2 pueden 

contribuir al mantenimiento de los eosinófilos y afectar a la función de basófilos, 

macrófagos, células dendríticas y de mastocitos, los cuales a su vez pueden activar 

también a las ILC2 o suprimir su actividad (26,27). Las ILC2 podrían inducir un fenotipo 

resistente a los esteroides cuando se activan mediante la linfopoyetina del estroma tímico 

(TSLP) a través de la vía de señalización del transductor de señal y el activador de la 

transcripción 5 (STAT5), como se demuestra en el asma grave (28). Los miARNs son 

capaces de regular la función ILC-2 pulmonar en un modelo de ratón de inflamación 

alérgica de las vías respiratorias y están implicados en la patogenia del asma grave en 

humanos (29). El miARNoma ILC-2 comparte características con las células Th2, en las 

que el grupo miR1792 es necesario para la expansión de ILC2 y la promoción de la 

producción de IL-5 e IL-13 (29). 

 El concepto de que los miARNs son fundamentales para la patogénesis del asma 

grave a través de la inflamación de las vías respiratorias y las reacciones de 

hipersensibilidad ahora está ampliamente aceptado y está respaldado por una gran 

cantidad de datos. Aunque los diversos miARNs, más que un único miARN, son claves 

para la disfunción biológica subyacente al asma grave, priorizar la importancia de los 

miARN individuales es importante en el contexto del asma grave y la búsqueda asociada 

de los mejores inhibidores de miARNs, como agentes terapéuticos novedosos para el 
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asma grave. Un área importante de investigación en el futuro, ahora posible gracias a los 

avances en las tecnologías genómicas, será probar la eficacia terapéutica de los 

antagomiR apropiados para silenciar la expresión de miARNs. 

Estos hallazgos sugieren que la expresión de estos miARNs tras la instauración 

de un tratamiento biológico anti IL-5 (mepolizumab, reslizumab) podrían verse alterados 

y quizás podrían servir como marcadores de respuesta al tratamiento, en una fase más 

temprana que la mejoría clínica, pudiendo ser utilizados para monitorizar la respuesta 

terapéutica en el asma grave y ahorrar así recursos económicos, además  que permitiría 

asignar a cada paciente un fenotipo o endotipo y recibir el tratamiento de forma 

personalizada.  

Tras el trabajo previamente descrito (21) se inician los experimentos de los que 

deriva esta tesis doctoral, puesto que todavía existían una serie de preguntas que 

necesitaban respuesta: en primer lugar se desconocía si los resultados que se encontraron 

en una cohorte concreta de pacientes asmáticos, podrían ser reproducibles si se realizasen 

los mismos experimentos a otra cohorte distinta, dando así mayor validez y aplicabilidad 

a los resultados obtenidos; también  se desconocía si los miARNs permanecían estables 

en el tiempo en un mismo paciente cuando su enfermedad permanecía estable, dado que 

al funcionar como reguladores de la expresión génica podrían verse afectados por 

multitud de factores o enfermedades distintas al asma y por tanto perder valor como 

biomarcador y no menos importante, también se desconocía el efecto en la expresión de 

estos miARNs con la introducción de ciertos tratamientos como los fármacos biológicos, 

que han supuesto el mayor avance terapéutico en el asma desde la aparición de los 

inhaladores con combinación de corticoide y broncodilatador de acción larga.  
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En esta tesis doctoral se estudia la estabilidad a lo largo del tiempo de los 

microARNs miR-320-a, miR-144-5p, miR-1246, miR-21-5p y miR-185-5p en pacientes 

con asma y en controles sanos. Estos miARNs se seleccionaron porque previamente fue 

demostrado que pueden usarse como un biomarcador sérico de asma (21). También se 

estudia la diferencia de expresión entre pacientes sanos y asmáticos para intentar 

reproducir los resultados obtenidos en el trabajo previo (21) y por último, se estudia la 

diferencia de expresión de miARNs en suero, en pacientes tratados con reslizumab y 

mepolizumab (fármacos biológicos anti IL-5) tras 8 semanas de tratamiento. 

Es muy importante, por tanto, destinar tiempo y recursos a esta área de investigación, 

para descubrir mecanismos aún desconocidos en la patogénesis del asma y poder predecir 

analizando biomarcadores, la respuesta terapéutica a fármacos biológicos. 
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HIPÓTESIS DE TRABAJO: 

 

La hipótesis de esta tesis sostiene que existen perfiles alterados de miARNs que 

están implicados en el mantenimiento de la inflamación asmática y que pueden tener un 

valor como biomarcadores, para lo cual estos perfiles de microARNs deben permanecer 

estables a lo largo del tiempo cuando la enfermedad asmática permanece estable y no se 

realizan modificaciones en el tratamiento. 

Además, el perfil de miARNs resultante de la inflamación asmática, podria 

modificarse tras la instauración de un tratamiento antiinflamatorio para el asma, 

incluyendo los nuevos tratamientos biológicos disponibles para el asma grave eosinófilica 

con efecto anti-IL-5. El posible cambio en la expresión del perfil de miARNs tras el 

tratamiento con fármacos biológicos con efecto anti-IL-5, podría interpretarse como 

respuesta positiva al tratamiento previo a los cambios clínicos en el paciente. 
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OBJETIVOS: 

Los objetivos generales del presente trabajo son evaluar a lo largo del tiempo la 

estabilidad de un perfil de miARNs en el suero de pacientes asmáticos y sanos; así 

como estudiar si existe una expresión diferente de ciertos miARNs en pacientes con 

asma grave tratados con fármacos biológicos anti-IL-5. 

• Objetivos principales: 

1. Estudiar la estabilidad de un perfil de miARNs (miR-320-a, miR-144-5p, miR-

1246, miR-21-5p y miR-185-5p) en el suero, de pacientes asmáticos y en 

individuos sanos sin asma y sin atopia tras un año de seguimiento. 

2. Estudiar la diferencia de expresión de miARNs en suero tras 8 semanas de la 

instauración de un tratamiento biológico anti IL-5 en pacientes con asma grave no 

controlada. 

• Objetivos secundarios: 

1. Estudiar el perfil diferencial de miARNs (miR-320-a, miR-144-5p, miR-1246, 

miR-21-5p y miR-185-5p) en el suero entre pacientes con asma de la cohorte de 

pacientes MEGA y sujetos sin asma y sin atopia.  

2. Describir las características basales de los adultos asmáticos participantes en el 

proyecto MEGA en términos de sus características clínicas, frecuencia de 

multimorbilidades, características funcionales y biomarcadores inflamatorios, 

para comprender mejor la historia natural del asma en pacientes con diferentes 

niveles de gravedad. 

3. Intentar establecer asociaciones entre los posibles cambios hallados en la 

expresión de miARNs al instaurar un tratamiento biológico y parámetros clínicos 

4. Estudiar las vías/rutas de actuación de los miARNs alterados. 
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Materiales y Métodos: 

Sujetos de Estudio 

Se han utilizado pacientes asmáticos, pertenecientes al proyecto MEGA: En el marco del 

Ciber de enfermedades respiratorias (CIBERES), 8 hospitales universitarios de distintos 

puntos de la geografía española han generado una cohorte que engloba la posibilidad de 

acceder a datos clínicos, fisiológicos, moleculares y genéticos en pacientes con distintos 

grados de gravedad del asma y con un seguimiento de 5 años (30).Los pacientes firmaron 

tanto el CI para participar en el registro y el consentimiento de biobanco. Los voluntarios 

sanos se reclutaron de los trabajadores del servicio de alergia de la FJD y del IIS-FJD. 

 

Descripción proyecto MEGA 

El proyecto MEGA es un estudio observacional multicéntrico, de carácter 

prospectivo en el que se incluyen a 512 pacientes asmáticos. La gravedad del asma se ha 

determinado de acuerdo con la clasificación de la Iniciativa Global para el Asma (GINA) 

(1). El diagnóstico de asma (basado en las guías de la GINA) precedió a la inclusión de 

pacientes por al menos un año. Se completó una historia clínica estandarizada para cada 

paciente y se administraron versiones en español validadas de los siguientes 

cuestionarios: Prueba de control del asma (ACT) (31), test de adherencia a los inhaladores 

(test TAI) (32), cuestionario de calidad de vida para el asma (mini AQLQ) (33), el test de 

resultado Sino-Nasal 22 (SNOT-22) (34) y la escala hospitalaria de ansiedad y depresión 

(HADS) (35). Todos los sujetos del estudio se sometieron a un examen clínico detallado, 

que incluye el índice de masa corporal y las pruebas de función respiratoria (espirometría 

forzada, prueba broncodilatadora, medición del volumen pulmonar por pletismografía, 

fracción de óxido nítrico exhalado [FeNO], prueba de provocación bronquial inespecífica 
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con metacolina y prueba de transferencia de CO [DLCO]), siguiendo las 

recomendaciones de la academia europea de respiraorio (ERS) (36,37,38). 

La provocación bronquial inespecífica con metacolina (38) y el esputo inducido se 

realizaron al inicio del estudio y posteriormente cada 24 meses. Al comienzo del estudio 

se realizaron tomografía computarizada (TC) de tórax y pruebas cutáneas con 

aeroalergenos comunes. Las pruebas cutáneas (SPT) se consideraron positivas con un 

diámetro de pápula de al menos 3 mm en comparación con el control negativo (solución 

salina); Se utilizó histamina (10 mg / ml) como control positivo. La atopia se definió 

como la presencia de al menos un SPT positivo o IgE específica de aeroalergeno en suero. 

El ADN, el suero, el condensado de aire exhalado y los sobrenadantes de esputo se 

almacenaron a -80 ° C en cada uno de los centros de reclutamiento para su posterior 

análisis.  

 

Estudio de estabilidad de los Micro-ARNs 

Para establecer si la expresión de miARNs permanece estable a lo largo del tiempo 

en pacientes asmáticos, cuando su enfermedad permanece clínicamente estable, se realizó 

un reclutamiento consecutivo (no seleccionado) de pacientes de la cohorte nacional 

(proyecto MEGA) (30). Se seleccionaron aleatoriamente 20 pacientes incluidos en dicha 

cohorte por el hospital universitario fundación Jiménez Díaz. Todos los pacientes 

elegidos presentaron un diagnóstico confirmado de asma con una mejoría superior al 12% 

en el VEMS 15 minutos después de la administración de salbutamol inhalado (400 μg) o 

tenían hiperreactividad de las vías respiratorias a la metacolina (metacolina PC20 <16 mg 

/ ml) (30). Todos estos pacientes tenían asma persistente moderada y fueron tratados con 

una combinación de ICS / LABA a dosis medias (400 µg de budesonida y 12 µg de 

formoterol fumarato dihidrato al día o equivalente). No se realizaron cambios en el 
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tratamiento recibido para el asma durante el período de estudio, desde el inicio y durante 

las visitas de seguimiento. Los miARNs que se han analizado en el estudio de estabilidad 

son los siguientes: miR-320-a, miR-144-5p, miR-1246, miR-21-5p y miR-185-5p. 

El suero se obtuvo por centrifugación de la sangre (recogida en tubos sin 

anticoalugante, la cual se centrifugo a 3000 rpm 4°C 10 minutos) y se almacenó a -80ºC 

antes del análisis por un período de tiempo menor a dos años. Los sueros que se utilizaron 

de los 20 pacientes incluídos en este estudio fueron los correspondientes a la visita basal 

y a la primera vista de seguimiento que tuvo lugar en un periodo comprendido entre seis 

y 12 meses tras la visita basal. A continuación, se describen los criterios de inclusión y 

exclusión. 

Criterios de inclusión: 

- Aceptación a participar. 

- Diagnóstico objetivo de Asma según criterios GINA 2019 (1) 

- Edad comprendida entre 18-75 años. 

- Seguir revisiones clínicas frecuentes. 

- Estar diagnosticado de asma persistente moderada y estar tratados con una 

combinación de ICS / LABA a dosis medias (400 microgramos de budesonida 

y 12 microgramos de formoterolfumaratodihidrato al día o equivalente). 

 

Criterios de exclusión: 

- Patología psiquiátrica que impida el entendimiento y aceptación del estudio. 

- Neoplasia pulmonar. 

- Enfermedad de transmisión sanguínea 
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Estudio de reproducibilidad 

Para intentar reproducir los resultados obtenidos entre sueros de pacientes asmáticos 

y sueros de pacientes sanos en el trabajo previo a esta tesis doctoral (21) se analizaron los 

miARNs: miR-1246, miR-144-3p, miR-144-5p, miR-320-a, miR-320-b, miR-185-5p, 

miR-21-5p, miR-486-5p, en 20 sueros de pacientes sanos (no asmáticos, no atópicos) y 

en los 20 sueros de pacientes asmáticos de la visita basal del estudio anterior . Esto se 

realizó dado que las muestras que se utilizan para esta tesis doctoral son las de una cohorte 

diferente (proyecto MEGA), sin embargo, las muestras utilizadas en el trabajo previo (21) 

son de otra población de asmáticos (red Respira). 

 
Estudio de cambios en Micro-ARNs tras tratamiento biológico 

Se incluyeron sueros de dieciséis pacientes con asma grave eosinofílica tratados con 

fármacos anti-IL-5. Los pacientes fueron reclutados en el Hospital Universitario 

Fundación Jiménez Díaz de Madrid a través de la cohorte del proyecto MEGA (30). La 

captación se realizó de forma consecutiva, no seleccionada. En este estudio no hay un 

proceso de aleatorización, los pacientes fueron seguidos tras el tratamiento instaurado por 

su médico que es diferente al médico que hace la evaluación de la respuesta. Cada 

paciente incluido en el estudio recibe el tratamiento que su médico previamente le había 

asignado antes de entrar en el estudio. La inclusión en este estudio no implica ningún 

cambio en el tratamiento que el paciente habitualmente recibe. El periodo del estudio 

estuvo comprendido entre marzo 2018 y marzo 2019. Seis de los pacientes fueron tratados 

con mepolizumab y el resto con reslizumab. El nombre comercial y las dosis utilizadas 

de los tratamientos pueden observarse en la tabla I. 
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 El diagnóstico y el tratamiento del asma se han realizado de acuerdo con las 

directrices de la GINA (1). El criterio de inclusión de pacientes para la administración de 

mepolizumab y reslizumab fue la presencia de más de 300 y 400 eosinófilos/µL en sangre 

periférica, respectivamente (12,13). Los pacientes recibieron toda la información 

necesaria y firmaron el consentimiento informado por escrito para participar. El estudio 

se realizó siguiendo los principios de la Declaración de Helsinki y fue aprobado por el 

comité de ética de la fundación Jiménez Díaz. Los criterios de inclusión y de exclusión 

se definen a continuación. 

Criterios de inclusión: 

- Aceptación a participar. 

- Diagnóstico objetivo de Asma según criterios GINA 2019 (1) 

- Edad comprendida entre 18-75 años. 

- Seguir revisiones clínicas frecuentes. 

- Asma grave no controlada a tratamiento con anticuerpo monoclonal 

 

Criterios de exclusión: 

- Patología psiquiátrica que impida el entendimiento y aceptación del estudio. 

- Neoplasia pulmonar. 

- Enfermedad de transmisión sanguínea. 

 

Fármaco Nombre comercial Dosis 

Mepolizumab Nucala 100 mg /4 sem 

Reslizumab Cinqair 3 mg/kg de peso/4 sem 
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Tabla I: Fármacos que recibían los pacientes incluidos en el estudio, principio activo, normbre comercial y dosis pautada. 

 

Procesamiento de las muestras 

Las muestras de sangre periférica se recogieron en tubos libres de anticoagulante. Las 

muestras de suero se obtuvieron mediante coagulación sanguínea y centrifugación a 3000 

rpm durante 10 minutos a 4ºC. Luego, se almacenaron a -80ºC hasta su uso. Tras esto se 

llevaron a cabo los siguientes procesamientos: 

1- Extracción de los micro-ARNs de la muestra: Para la extracción de miARNs 

del suero de los pacientes se utilizó el kit miRNeasy serum/plasma advanced kit 

(Exiqon, Qiagen), y se realizó la extracción siguiendo las instrucciones del 

fabricante. Brevemente, se partió de 200 μL de muestra y se le ha añadido 1 μL 

del Spike In mix (miRCURY LNA™ Universal RT microRNA PCR, RNA Spike-in 

kit) en el que se encuentran tres miARNs sintéticos (UniSp2, UniSp4, UniSp5), 

que están a distintas concentraciones y que sirven como control de que la 

extracción se ha realizado correctamente. Tras la extracción se dispone de 50 μL 

de ARN (enriquecido en miARNs), que se almacenaron a -80ºC hasta su 

utilización en el siguiente paso. 

2- Retrotranscripción a cADN: La retrotranscipción a cADN se realizó mediante 

el sistema Universal cADN Synthesis kit II (Bionova, Exiqon, Copenhague, 

Dinamarca) siguiendo las instrucciones del fabricante y utilizando un 

termociclador Veriti Thermal Cycler (Applied Biosystem, Warrington, Reino 

Unido). Se añadió un control de la correcta realización de la retrotranscripción, el 

utilizado fue el synthetic ARN spike in (Sp6). El volumen final de muestra de suero 

utilizado fue de 2 μL. Tras la retrotranscripción se almacenan las muestras a -20 

ºC hasta su utilización en el último paso de procesado de muestra. 
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3- Análisis de la expresión de miARN por qPCR en tiempo real: Se midieron 

MiR-451a y miR-23a-3p para calcular el índice hemolítico en suero (no hay 

hemólisis si [miR-23a-3p - miR-451a] <7). Previamente, el ADNc de los sueros 

se diluyó 40 veces con agua libre de nucleasas y se utilizaron 2 μl en cada 

reacción. Cada muestra se analizó por triplicado. Se utilizó un programa de dos 

pasos de la siguiente manera: 45 ciclos de 95ºC durante 10 segundos y 60ºC 

durante 1 min. Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador Light Cycler 

96 (Roche, Basilea, Suiza). Los datos del umbral de ciclo (Ct) se tomaron en el 

último paso del ciclo de fusión de forma continua. Los resultados se analizaron 

con el software LightCycler® 96 SW 1.1 (Roche, Basilea, Suiza). Como controles 

endógenos, se utilizan los miARNs recomendados por el fabricante: hsa-miR-

103a-3p y hsa-miR-191-5p. La expresión génica de cada miARN se analizo para 

cada muestra usando el valor de umbral de ciclo obtenido de la qPCR. Los 

resultados de expresión de los controles endógenos obtenidos mediante qPCR se 

muestran en umbral de ciclos (Ct), que se requieren para llegar a una determinada 

fluorescencia, dada por la cantidad de cADN en ese ciclo. La expresión génica 

relativa se calcula de la siguiente manera: 2-ΔCt; donde ΔCt = CtmiARN – Ct control 

endógeno. (40) 

 

Para el estudio de cambios tras tratamiento biológico fueron necesarios pasos adicionales: 

 

Panel de PCR de miARNs en suero: Para realizar un cribado de miARNs en 

suero de pacientes asmáticos, se utilizaron paneles de PCR de miARNs en suero 

/ plasma (Qiagen) para evaluar 179 miARNs. Además, el panel de PCR contiene 

varios controles para el aislamiento de ARN (UniSp2, UniSp4 y UniSp5), para 
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monitorizar la síntesis de ADNc (UniSp6 y cel-miR-39-3p) y verificar que la 

reacción fue exitosa (UniSp3). Además, este panel incluye miR-451 y miR-23a 

que se utilizaron como marcadores de hemólisis. Se analizaron nueve muestras de 

suero de pacientes con asma grave eosinofílica y tratados con biologicos, cinco 

con mepolizumab y cuatro con reslizumab. Inmediatamente después de la síntesis 

de ADNc, se diluyó 1:30 en agua libre de ARNasa y la reacción se realizó en un 

termociclador Light Cycler® 96 (Roche). El programa de incubación se realizó 

por 45 ciclos de 95ºC durante 10 segundos y 60ºC durante 1 min. La fusión del 

ADN se realizó calentando a 95ºC durante 5 segundos, luego a 65ºC durante 1 

min y finalmente a 97ºC durante 1 segundo. Las muestras se enfriaron durante 10 

segundos a 40ºC. Los datos del umbral de ciclo se tomaron en el último paso del 

ciclo de fusión de forma continua. 

Análisis del enriquecimiento de vías 

Con el fin de encontrar las vías específicas y las funciones biológicas en las que 

está involucrado el miR-338-3p, se realizó un estudio in silico de análisis de 

enriquecimiento con este miARN utilizando DIANA-mirPath v3 y la base de 

datos TarBase v7.0 i (41). Se escogieron las vías de KEGG con un valor de p y un 

FDR menor de 0,05. 

 

Análisis estadístico 

Las variables continuas fueron divididas entre normales y no normales. Las variables 

con una distribución normal se analizaron mediante pruebas paramétricas. La 

comparación entre grupos se realizó utilizando la prueba t de dos colas pareada para datos 

paramétricos y con la prueba pareada de Wilcoxon para muestras no gaussianas. Se 

realizaron pruebas pareadas para las comparaciones entre visita basal y visita de 
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seguimiento. Los grupos no pareados se compararon mediante la prueba t de Student de 

dos colas para muestras gaussianas y la prueba U de Mann-Whitney para muestras no 

gaussianas. La normalidad se establecio mediante la prueba de Saphiro-Wilk o de 

Kolgomorov-Smirnov. Para el análisis de variables cualitativas se ha utilizado la prueba 

exacta de Fischer. Se consideró significativo un valor de p <0,05. Los cálculos 

estadísticos y gráficos se realizaron con GraphPadPrism 9 (GraphPad Software Inc., San 

Diego, CA, EE. UU.). 

Tamaño de la muestra del estudio de estabilidad: La elección de la “n” a 20 pacientes, 

no fue precedida de un cálculo de tamaño muestral, puesto que se trataba de una prueba 

de concepto y no existía bibliografía previa en la que apoyar dichos cálculos.  

 

Consideraciones ético-legales 

 Este estudio se ha ceñido estrictamente a la declaración de Helsinki y a las leyes 

de protección de datos (Ley Orgánica 15/1999 de Protección de Datos de Carácter 

Personal) y de protección de los derechos de los pacientes (Ley 41/2002).  Además, se ha 

obtenido el consentimiento informado de todos los participantes, se ha mantenido el 

anonimato de los mismos mediante la asignación de un número aleatorio y no consecutivo 

para codificar las muestras. El presente estudio ha sido evaluado y aprobado por el CEIC 

del instituto de investigación sanitaria del hospital universitario fundación Jiménez Díaz 

de Madrid.  
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RESULTADOS: 

 
Características basales de los pacientes del proyecto MEGA 

Las características funcionales y clínicas de los pacientes incluidos en el proyecto 

MEGA en la visita basal pueden observarse en la tabla II. 

Se incluyeron en el estudio un total de 512 pacientes (66% mujeres). La mayoría 

de los pacientes eran caucásicos (92%). La obesidad, se encontró en el 25% de los 

pacientes (n=124); de estos, el 84% (n=104) tenía asma persistente grave y el 16% (n=20) 

asma intermitente o persistente leve. En cuanto al tabaquismo, el 53,4% de los pacientes 

eran no fumadores, el 31% exfumadores, el 8,2% fumadores y el 7% fumadores pasivos.  
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Tabla II: Características demográficas, inflamatorias, funcionales y resultados de cuestionarios de los pacinetes incluidos 

en la visita basal del proyecto MEGA. VR: Volumen residual, TLC: Capacidad pulmonar total, DLCO: Capacidad de difusión 

pulmonar. 

 

 

  N Media ±DE Intermitente     Leve Moderada Grave 

Datos demográficos Edad 522 47,3±13 44,08±13,71 42,90±11,3 46,97 ±12,1  50,50±13 

Mujeres (%)  511 66.15     

Etnia 499      

   Asiático (%)  0,002    0,5 

   Negro (%)  0,002    0,5 

   Caucásico (%)  91,99 100 82,2 92,4 94,5 

   Hispano (%)  6,8  16,6 6,4 3,9 

   Otros (%)  0,78  1,2 1,2 0,5 

Mascotas en domicilio 
(%) 

463 51  58,3 60,23 48,2 50,26 

Edad de inicio del 
asma 

470      

   <12 años (%)  41,4 30,4 28,7 23,8 28 

   12-40 años  20,1 30,4 52,8 46,9 50,1 

   >40 años  38,5 39,2 13,5 27,3 21,2 

IMC 496 27,01±5 26,5±5 26,15±4,4 27,35±5,7 27,35±5,4 

Hábito tabáquico 486      

   Nunca fumador  53,2 76,9 71,9 48,2 44,8 

   Fumador pasivo  7,5  3,4 7,6 10,4 

   Ex-fumador  30,8 19,2 19,1 31,8 37., 

   Fumador  8,5 3,8 5,6 12,4 7 

      (Media ±DE 
paquetes-año) 

 35,68±92,5 12 9,75±6,2 57,5±128,1 15,9±15,2 

Consumo de alcohol 
(%) 

482 23,3 12 23,9 31,5 17,4 

Características 
inflamatorias 

Atopia 481 76,9 76,9 89,9 74,6 73,1 

 IgE Total 458 419,1±824 214,4±232,4 30,4±439 427,6±924 492±914 

Eosinófilos 
(cells/mm3) 

489 336±327 252±174,3 272,5±183 329,4±220 390±444 

Eosinófilos en esputo 
(%)       

212 10,49±19 4,72±3,17 6,49±10,7 8,8±16,7 14,11±22,9 

FENO 340 41,82±37 56,63±48,17 42,48±37 36,84±29,6 46±40 

Parámetros 
funcionales 

PC20 metacolina 198 4,63±10 8,025±12,14 3,073±6 3,72±12,9 4,66±6,3 

VR% 222 123±44 123,2±47,54 132,8±42,5 113,2±42,6 129,4±45,18 

TLC% 227 108±56 95,07±33,66 97,8±28,45 118,2±84,72 104,6±20,32 

VEMS Pre-BD (%) 493 85,71±21 102,5±15,8 97,09±15,65 88,18±17,3 75,5±21,8 

VEMS Post-BD (%) 365 86,06±3 108,9±16,7 100±26,82 81,92±37,88 81,1±29,3 

CVF Pre-BD (%) 493 100,1±46 108,9±13,5 107±16,53 101,7±18,48 93,9±68,4 

CVF Post-BD (%) 364 95,41±59 112,3±12,9 105±28,28 89,5±42,37 94,5±80,3 

VEMS/CVF Pre-BD 474 71,81±37 112,9±168,6 86,75±97,8 70,16±14,13 67,73±11,70 

VEMS/CVF Post-BD 333 76,68±65 128,2±198,6 95,96±116,7 72,70±13,3 71,33±12,44 

 DLCO 201 95,9±22 91,44±14,83 97,8±19,33 96,5±22,35 95,22±23,11 

Cuestionarios ACT 471 20,27±5 23,70±1,845 21,89±3,74 21,70±3,68 17,97±5,4 

AQLQ 444 5,48±1,38 6±0,84 5,83±1,33 5,87±1,17 4,92±1,45 

SNOT-22 416 29,5±19,97 25,22±1,57 24,4±16,84 26±18,9 35,21±21 
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En cuanto a la gravedad del asma, el 5% de los pacientes tenían asma intermitente 

(n=26), el 17% asma leve (n=90), el 33,4% asma moderada (n=171) y el 39,6% asma 

grave (n=203) (Figura 3). Un total de 22 pacientes (4,3%) no pudieron ser correctamente 

clasificados por falta de información en el registro electrónico. Las bronquiectasias 

estuvieron presentes en el 7% de los pacientes (n=36), y el 67% de ellos (n=24) 

experimentaron asma grave persistente. La edad de los pacientes graves es 

significativamente mayor que la de los de menor gravedad. 

 

Figura 3: Distribución de los pacientes según niveles de gravedad del asma.  

 

Durante el año anterior, el 15,5% de los pacientes habían desarrollado más de 3 

exacerbaciones y solo el 1,4% no presentó ninguna exacerbación en ese período. Del total 

de pacientes que experimentaron exacerbaciones, el 18,6% requirió ingreso hospitalario 

durante el último año y el 9,8% requirió al menos 1 ingreso en la unidad de cuidados 

intensivos (UCI) 
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Entre los pacientes estudiados, el 72,3% (n=370) tenía al menos 1 prueba cutánea positiva 

al aeroalergeno testado. El nivel de IgE fue 419,1 ± 824 kU/L y tendió a aumentar en 

mayores grados de gravedad. 

Además, el 52% de los pacientes (n=266) tenían rinitis alérgica, el 10% (n=52) dermatitis 

atópica, el 18% (n=90) conjuntivitis alérgica, el 29% (n=148) tenían poliposis nasal, el 

14,5% (n=74) mostraron hipersensibilidad a los AINE y el 4,7% (n=24) fueron 

diagnosticados de alergia alimentaria (Figura 4). 

 

Figura 4: Comorbilidades de los pacientes incluídos. RA: Rinitis alérgica, DA: dermatitis atópica, CA: Conjuntivitis alérgica, PN: 

poliposis nasal, HS AINES: Hipersensibilidad a AINES, AA: Alergia alimentaria. 

 

Se midió la eosinofilia en sangre periférica en todos los pacientes al inicio del 

estudio. El 80% de los pacientes (n = 409) tenían un recuento de eosinófilos en sangre 

periférica de ≥150 células/µL, el 53,3% (n=273) tenían un recuento igual o superior a 300 

células/µL, el 38,8% (n=197) tenía un recuento de ≥ 400 células/µL, y el 28,3% (n= 145) 

tenían niveles superiores a 500 células/µL (Figura 5).  
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Figura 5: Clasificación de pacientes según eosinófilos (células/µL) en sangre periférica. 

 

Se dispuso de esputo inducido para 212 pacientes. Se encontró un perfil 

inflamatorio eosinofílico (definido como >3% de eosinófilos y <61% de neutrófilos) en 

64 pacientes (30,2%), un perfil neutrofílico (<3% de eosinófilos y >61% de neutrófilos) 

en 25 pacientes (11,8%), un patrón paucigranulocítico (definido como <61% de 

neutrófilos y <3% de eosinófilos) en 52 pacientes (24,5%), y se observó un patrón mixto 

(>3% de eosinófilos y >61% de neutrófilos) en 64 pacientes (30,2%) (Figura 6). 
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Figura 6: Clasificación de los patrones inflamatorios de esputo inducido. 

 

 Se registraron puntuaciones de ACT<20 para el 34,5% de los pacientes (n=134). 

El cuestionario miniAQLQ mostró una puntuación media de 5,48 ± 1,38 unidades 

arbitrarias.   

Un breve esquema con algunas de las características de los pacientes puede observarse 

en la figura 7. 
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Figura 7: Resumen de características de los pacientes incluidos en el proyecto MEGA. 

 

Estabilidad de los miARNs 

 

 Lo primero que había que garantizar al estudiar las muestras en dos períodos de 

tiempo, (visita basal y visita de seguimiento) era que la enfermedad hubiese permanecido 

estable en el tiempo y no se hubiesen producido cambios clinicos ni terapéuticos en ese 

periodo. El control de la enfermedad se evaluó mediante el test ACT y la función 
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Asma intermitente n=26
Hombre= 9
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Media 252 DE 174

Asma leve n=90
Hombre=33
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Eosinófilos en sangre periférica n=83.
Media 276 DE 182
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Esputo=25
Atópicos= 144

Eosinófilos en sangre periférica
n=197. Media 390 DE 444
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pulmonar fue medida mediante espirometría forzada. La ausencia de cambios 

terapéuticos fue comprobada en el CRD electrónico de los pacientes incluidos. Las 

características clínicas (Figuras 8 y 9) se mantuvieron estables en el tiempo, en términos 

de resultado del ACT 21,1 ± 3,7 vs 20,8 ± 3,1 unidades arbitrarias (p >0,05) y función 

pulmonar (VEMS%) 97,7 ± 12,9 vs 97,5 ± 13,9 (p >0,05). 

 

 

Figura 8: Valores de ACT de los pacientes incluidos, en la visita basal y en la de seguimiento.  
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Figura 9: VEMS% de los pacientes incluídos, en la visita basal frente a la visita de seguimiento 

 

 

 La expresión de miARNs se evaluó usando una PCR cuantitativa (qPCR) en las 

muestras de la visita basal y en las muestras recogidas entre 6 y 12 meses después en las 

visitas de seguimiento. Los miARNs que se han analizado en el estudio de estabilidad son 

los siguientes: miR-320-a, miR-144-5p, miR-1246, miR-21-5p y miR-185-5p. Estos 

miARN han sido seleccionados, porque en una publicación anterior (21) se encontró que 

el perfil de estos miARN de eosinófilos, se puede utilizar como biomarcador de 

diagnóstico de asma en suero. 

No se encontraron diferencias estadísticamente significativas (p>0,05) entre los 

resultados obtenidos en asmáticos en las visitas basales y de seguimiento en ninguno de 

los miARN analizados (Figura 10). 
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Figura 10: Expresión de miARNs por qPCR en las visitas basales y de seguimiento. La expresión relativa (2-ΔCt) se muestra como 

la media ± DE (Desviación estándar). 
 

 

 

Para miR-1246, la expresión basal (2-ΔCt) fue 0,72 ± 0,33 y la expresión en visita 

de seguimiento fue 1,21 ± 0,89 (P = 0,34); para miR-144-5p, la expresión basal fue de 

0,18 ± 0,11 frente a 0,22 ± 0,22 (P = 0,70); para miR-320a, la expresión en visita basal 

fue 1,89 ± 0,75 frente a 3,14 ± 2,30 (P = 0,22); La expresión basal de miR-185-5p fue de 

4,50 ± 1,95 frente a 5,70 ± 2,53 (P = 0,34) y, finalmente, la expresión basal de miR-21-

5p fue de 11,53 ± 2,59 frente a 8,22 ± 5,32 en la visita de seguimiento (P = 0.19) como 

se muestra en la Figura 10. 

Esto implica que no existen diferencias de expresión estadísticamente 

significativas a lo largo del tiempo en los miARNs medidos, cuando la enfermedad 

permanece estable y no se realizan cambios terapéuticos. 
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Estudio del perfil de miARNs en la muestra de estudio 

 

Para conocer el perfil de miARNs diferencial entre pacientes asmaticos y sanos, 

en la cohorte de este estudio, se analizaron los miARNs: miR-1246, miR-144-3p, miR-

144-5p, miR-320-a, miR-320-b, miR-185-5p, miR-21-5p, miR-486-5p, en 20 sueros de 

pacientes sanos (no asmáticos, no atópicos) y en los 20 sueros de pacientes asmáticos de 

la visita basal del estudio anterior. Estos miARNs fueron seleccionados por la experiencia 

previa obtenida en sueros de pacientes asmáticos (21) en el laboratorio de inmunología y 

alergia del Hospital Universitario Fundación Jiménez Díaz. Al comparar datos en 

pacientes sanos (no asmáticos, no atópicos) frente a pacientes asmáticos en la visita basal, 

se encontró una sobreexpresión estadísticamente significativa (p <0,001) de miR-1246 y 

una expresión significativamente mayor (p <0,005) de miARN miR-320-a y miR-320-b 

en pacientes asmáticos como se puede apreciar en la Figura 11. 
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Figura11: Expresión de miARNs por qPCR en pacientes sanos frente a asmáticos (* p <0,005 ** p <0,001). Se encontró una 

sobreexpresión estadísticamente significativa de miR-1246 (p <0,001) y de miR-320-a y miR-320-b (p <0,005) en pacientes asmáticos 

frente a pacientes sanos. 

 

Resultados de cambio tras tratamiento biológico 

  

Debido a la variabilidad de perfiles de miARNs derivados de la variabilidad de la 

patología asmática, para realizar el estudio de cambios de miARNs tras el tratamiento con 

biológicos se realizó una búsqueda de miARNs en suero de pacientes asmáticos, 

utilizando paneles de PCR de miARNs en suero/plasma (Qiagen) evaluando 179 

miARNs.  

Los resultados demuestran que la expresión tanto del miR-195-5p como del miR-

27b-3p están regulados a la baja (p <0.05) tras 8 semanas de tratamiento con los 

biológicos anti-IL-5, mientras que la expresión del miR-1260a (p <0.05), miR-423-3p (p 

<0,05), miR-338- 3p (p<0,05) y miR-193a-5p (p<0.01) se encuentran incrementadas tras 

8 semanas de tratamiento (Figura 12). 

 

. 
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Figura 12: En los paneles de PCR se ha encontrado una expresión alterada de miR-195-5p, miR-27b-3p, miR-1260a, miR-423-3p, 

miR-193a-5p y miR-338 después de 8 semanas de tratamiento con anti-IL-5. La expresión relativa de miARN se expresa como 2-

ΔΔCt. * p <0,05, ** p <0,01. 

 

 

Los resultados individualizados de todo el panel pueden observarse en las tablas 

III y IV. Los experimentos fueron realizados por triplicado y se calcula para cada valor 

de miARN el valor medio de los tres experimentos 
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miARN Promedio (2^-DDCq) Desv. Est. p-valor 
hsa-miR-195-5p -1,84 0,42 P<0,05 
hsa-miR-27b-3p -1,35 0,32 P<0,05 

hsa-let-7b-3p -1,32 0,46 N.S. 
hsa-miR-125b-5p -1,28 0,47 N.S. 

hsa-miR-93-3p -1,28 0,58 N.S. 
hsa-miR-30b-5p -1,28 0,33 N.S. 
hsa-miR-122-5p -1,20 0,33 N.S. 
hsa-miR-342-3p -1,18 0,31 N.S. 
hsa-miR-27a-3p -1,18 0,42 N.S. 
hsa-miR-590-5p -1,18 0,36 N.S. 
hsa-miR-144-5p -1,17 0,23 N.S. 
hsa-miR-139-5p -1,16 0,69 N.S. 
hsa-miR-10b-5p -1,16 0,42 N.S. 
hsa-miR-23a-3p -1,16 0,25 N.S. 
hsa-miR-150-5p -1,15 0,28 N.S. 
hsa-miR-223-3p -1,14 0,37 N.S. 
hsa-miR-125a-5p -1,12 0,43 N.S. 
hsa-miR-409-3p -1,12 0,77 N.S. 
hsa-miR-151a-5p -1,11 0,35 N.S. 
hsa-miR-24-3p -1,11 0,35 N.S. 

hsa-miR-335-3p -1,10 0,63 N.S. 
hsa-miR-28-3p -1,09 0,36 N.S. 
hsa-miR-375 -1,08 0,62 N.S. 

hsa-miR-26a-5p -1,07 0,31 N.S. 
hsa-miR-505-3p -1,07 0,57 N.S. 
hsa-miR-23b-3p -1,06 0,33 N.S. 
hsa-miR-301a-3p -1,03 0,21 N.S. 
hsa-miR-126-3p -1,03 0,73 N.S. 
hsa-miR-146a-5p -1,03 0,38 N.S. 
hsa-miR-339-3p -1,02 0,20 N.S. 
hsa-miR-30a-5p -1,01 0,61 N.S. 

 
Tabla III: Panel de miARNs con expresión negativo. *p< 0,05. NS: No significativo. 
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hsa-miR-145-5p 1,00 0,35 N.S. 
hsa-miR-197-3p 1,00 0,45 N.S. 
hsa-miR-328-3p 1,00 0,34 N.S. 
hsa-miR-376c-3p 1,01 0,56 N.S. 
hsa-miR-766-3p 1,01 0,59 N.S. 
hsa-miR-28-5p 1,01 0,39 N.S. 

hsa-miR-99b-5p 1,01 0,78 N.S. 
hsa-let-7f-5p 1,01 0,50 N.S. 

hsa-miR-199a-3p 1,03 0,40 N.S. 
hsa-miR-320b 1,05 0,68 N.S. 
hsa-miR-2110 1,07 0,84 N.S. 

hsa-miR-574-3p 1,07 0,66 N.S. 
hsa-miR-132-3p 1,07 0,38 N.S. 

hsa-miR-374b-5p 1,08 0,63 N.S. 
hsa-miR-320a 1,08 0,81 N.S. 

hsa-miR-152-3p 1,09 0,63 N.S. 
hsa-miR-30d-5p 1,09 0,71 N.S. 

hsa-miR-146b-5p 1,11 0,40 N.S. 
hsa-miR-532-3p 1,12 1,33 N.S. 
hsa-miR-18b-5p 1,13 0,91 N.S. 
hsa-miR-361-5p 1,13 0,52 N.S. 

hsa-let-7d-5p 1,14 0,39 N.S. 
hsa-miR-200a-3p 1,16 0,71 N.S. 
hsa-miR-885-5p 1,17 0,89 N.S. 
hsa-miR-21-5p 1,17 0,28 N.S. 
hsa-miR-320d 1,19 1,45 N.S. 

hsa-miR-454-3p 1,19 0,47 N.S. 
hsa-miR-30c-5p 1,20 0,99 N.S. 
hsa-miR-126-5p 1,21 1,43 N.S. 

hsa-let-7c-5p 1,22 0,42 N.S. 
hsa-miR-19a-3p 1,22 1,51 N.S. 
hsa-miR-19b-3p 1,22 1,32 N.S. 
hsa-miR-200c-3p 1,23 0,62 N.S. 
hsa-miR-335-5p 1,24 1,08 N.S. 

hsa-miR-543 1,25 0,94 N.S. 
mmu-miR-378a-3p 1,26 0,75 N.S. 

hsa-miR-382-5p 1,26 0,94 N.S. 
hsa-miR-376a-3p 1,26 0,81 N.S. 
hsa-miR-99a-5p 1,27 0,65 N.S. 
hsa-miR-181a-5p 1,28 0,66 N.S. 
hsa-miR-215-5p 1,28 1,39 N.S. 
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hsa-miR-141-3p 1,28 0,69 N.S. 
hsa-let-7d-3p 1,28 1,12 N.S. 

hsa-miR-148b-3p 1,28 0,73 N.S. 
hsa-miR-106b-3p 1,31 0,85 N.S. 
hsa-miR-26b-5p 1,33 0,95 N.S. 
hsa-miR-425-3p 1,34 0,56 N.S. 
hsa-miR-29a-3p 1,34 1,25 N.S. 
hsa-miR-30e-5p 1,35 0,72 N.S. 
hsa-miR-485-3p 1,37 1,35 N.S. 
hsa-miR-155-5p 1,38 1,16 N.S. 
hsa-miR-30e-3p 1,40 0,58 N.S. 
hsa-miR-194-5p 1,40 1,63 N.S. 
hsa-miR-339-5p 1,41 0,56 N.S. 
hsa-miR-223-5p 1,42 0,75 N.S. 
hsa-miR-374a-5p 1,42 1,44 N.S. 
hsa-miR-1260a 1,42 0,43 p<0,05 
hsa-miR-185-5p 1,43 1,55 N.S. 
hsa-miR-15b-5p 1,48 0,81 N.S. 

hsa-let-7g-5p 1,49 1,38 N.S. 
hsa-miR-423-3p 1,51 0,70 P<0,05 
hsa-miR-151a-3p 1,51 2,01 N.S. 
hsa-miR-128-3p 1,51 1,68 N.S. 
hsa-miR-501-3p 1,52 1,33 N.S. 

hsa-miR-421 1,56 1,04 N.S. 
hsa-miR-154-5p 1,57 0,92 N.S. 
hsa-miR-186-5p 1,57 1,80 N.S. 
hsa-miR-17-5p 1,58 1,76 N.S. 
hsa-miR-320c 1,58 1,90 N.S. 

hsa-miR-148a-3p 1,59 1,61 N.S. 
hsa-miR-365a-3p 1,59 1,44 N.S. 
hsa-miR-140-3p 1,60 1,65 N.S. 
hsa-miR-92b-3p 1,61 1,87 N.S. 
hsa-miR-100-5p 1,61 1,54 N.S. 
hsa-miR-222-3p 1,63 0,88 N.S. 
hsa-miR-143-3p 1,64 1,08 N.S. 
hsa-miR-140-5p 1,64 1,46 N.S. 
hsa-miR-106a-5p 1,65 1,86 N.S. 
hsa-miR-103a-3p 1,65 1,28 N.S. 
hsa-miR-142-3p 1,67 1,20 N.S. 
hsa-miR-324-5p 1,67 0,95 N.S. 
hsa-miR-495-3p 1,71 2,22 N.S. 
hsa-miR-101-3p 1,71 2,21 N.S. 
hsa-miR-18a-5p 1,72 1,44 N.S. 
hsa-miR-652-3p 1,74 1,31 N.S. 
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hsa-miR-1 1,76 1,72 N.S. 
hsa-miR-192-5p 1,81 2,69 N.S. 

hsa-let-7e-5p 1,84 2,47 N.S. 
hsa-miR-193a-5p 1,84 0,68 P<0,01 
hsa-miR-20a-5p 1,91 2,37 N.S. 
hsa-miR-205-5p 1,96 2,43 N.S. 

hsa-miR-107 1,96 1,47 N.S. 
hsa-miR-584-5p 2,01 3,50 N.S. 
hsa-miR-136-3p 2,04 2,00 N.S. 
hsa-miR-25-3p 2,11 3,18 N.S. 

hsa-miR-127-3p 2,11 1,39 N.S. 
hsa-miR-7-5p 2,11 2,63 N.S. 

hsa-miR-15b-3p 2,20 2,88 N.S. 
hsa-miR-425-5p 2,20 2,62 N.S. 
hsa-miR-532-5p 2,20 2,59 N.S. 
hsa-miR-93-5p 2,22 3,22 N.S. 

hsa-miR-106b-5p 2,27 3,20 N.S. 
hsa-miR-502-3p 2,31 3,22 N.S. 

hsa-miR-484 2,34 3,47 N.S. 
hsa-miR-133a-3p 2,39 2,59 N.S. 

hsa-miR-133b 2,52 2,22 N.S. 
hsa-miR-22-5p 2,55 2,16 N.S. 

hsa-miR-142-5p 2,55 3,13 N.S. 
hsa-miR-423-5p 2,57 2,89 N.S. 
hsa-miR-29c-3p 2,63 3,14 N.S. 

hsa-miR-130a-3p 2,77 3,16 N.S. 
hsa-miR-221-3p 2,83 2,72 N.S. 
hsa-miR-92a-3p 2,83 3,85 N.S. 
hsa-miR-22-3p 2,86 4,37 N.S. 
hsa-let-7b-5p 2,92 4,45 N.S. 

hsa-miR-34a-5p 3,01 3,81 N.S. 
hsa-miR-16-5p 3,02 5,52 N.S. 

hsa-let-7i-5p 3,09 4,02 N.S. 
hsa-miR-324-3p 3,13 4,83 N.S. 
hsa-miR-424-5p 3,19 5,08 N.S. 
hsa-miR-660-5p 3,32 6,14 N.S. 
hsa-miR-331-3p 3,36 4,01 N.S. 
hsa-miR-629-5p 3,49 5,33 N.S. 

hsa-miR-130b-3p 3,59 4,91 N.S. 
hsa-miR-199a-5p 3,68 4,88 N.S. 

hsa-miR-326 3,74 4,58 N.S. 
hsa-miR-486-5p 3,83 7,31 N.S. 
hsa-miR-362-3p 4,05 6,06 N.S. 
hsa-miR-15a-5p 4,09 7,13 N.S. 
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hsa-miR-29b-3p 4,30 7,88 N.S. 
hsa-miR-210-3p 4,60 8,20 N.S. 
hsa-miR-363-3p 4,99 8,90 N.S. 
hsa-miR-7-1-3p 5,32 12,51 N.S. 
hsa-miR-33a-5p 6,15 8,82 N.S. 
hsa-miR-451a 6,90 15,10 N.S. 

hsa-miR-20b-5p 7,04 14,43 N.S. 
hsa-miR-32-5p 7,60 12,64 N.S. 

hsa-miR-338-3p 7,75 13,01 P<0,05 
hsa-miR-16-2-3p 7,77 12,73 N.S. 
hsa-miR-144-3p 11,24 26,20 N.S. 
hsa-miR-874-3p 16,08 25,29 N.S. 
hsa-miR-877-5p 18,27 48,83 N.S. 
hsa-miR-497-5p 21,73 50,58 N.S. 
hsa-miR-483-5p 27,44 63,52 N.S. 
hsa-miR-136-5p 208,76 574,03 N.S. 

 
Tabla IV: Panel de miARNs con resultado de expresión positivo. *p< 0,05. **p<0,01. NS: No significativo. 

 

Los resultados previamente obtenidos mediante placas de PCR,  es necesario que sean 

validados mediante una técnica diferente y en una cohorte de pacientes diferente, por ello 

se evaluaron los miARNs: miR-195-5p, miR-27b-3p, miR-1260a, miR-423-3p, 

miR193a-3p y miR-338-3p, mediante la técnica de PCR en tiempo real, confirmándose 

que el miR-338-3p está regulado al alza de manera significativa en estos pacientes 

después de 8 semanas de tratamiento, como se observa en la figura 13. 
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Figura 13: Se muestra la variación individual de miR-338-3p después de 8 semanas de tratamiento mediante validación por qPCR. * 

p< 0,05. La expresión relativa de miARN se expresa como 2-ΔCt. 

 

 

 

Con la intención de evaluar si los niveles de miR-338-3-p se correlacionan 

(medida como 2-ΔCt) con la función pulmonar, se midió la variación (basal frente a 8 

semanas) en el volumen espiratorio forzado en 1 segundo (VEMS) entre los dos grupos 

(visita basal y visita 8 semanas) y no se encontraron diferencias estadísticamente 

significativas. (p> 0,05; r = 0,138; Figura 14).  
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Figura 14: Análisis de correlación de la función pulmonar en los pacientes incluidos en el estudio con la variación en el 

parámetro 2-ΔCt en el miR-338-3p, donde no se aprecia correlación. (p> 0,05; r = 0,138)  
 

 

Se realizó el test exacto de Fischer para calcular el riesgo relativo (RR). El punto 

de corte utilizado es la variación del 20% del VEMS y el cambio de Fold de 1 para la 

expresión de miR-338-3p. No se encontró que el aumento o ausencia de aumento en el 

parámetro 2-ΔCt a las ocho semanas del miR-338-3p pudiera estar relacionado con una 

variación de al menos el 20% del VEMSa las 8 semanas (RR = 1; 95 % IC 0,42-2,11; p> 

0,05). No obstante, en el grupo de pacientes tratados se observó una importante y 

significativa mejoría en el VEMS con una media de 330 ml (Tabla V). 
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PACIENTE VEMS (L) VISITA BASAL VEMS (L) VISITA 8 SEMANAS 

1 1,29 1,5 

2 1,58 1,61 

3 1,91 1,78 

4 0,92 1,38 

5 1,61 2,35 

6 3,33 3,61 

7 1,48 1,93 

8 1,93 2,01 

9 1,26 2 

10 1,71 1,91 

11 1,6 2,19 

12 1,02 1,21 

13 0,63 0,59 

14 3,35 3,61 

15 1,46 2,68 
16 3,91 3,92 

MEDIA+/- DE 1,81+/- 0,93 2,14+/-0,92 

 

Tabla V: Valores de función pulmonar (VEMS L) en la visita basal y en la visita a las 8 semanas de los pacientes incluídos en el 

estudio 

 

Análisis de las vias reguladas por miR-338-3p 

Se realizó un análisis in silico con DIANA-mirPath (41) para obtener los genes 

diana probables de miR-338-3p y las vías alteradas. Se observaron algunos genes diana y 

vías relacionadas con varias funciones y procesos en el asma, como la vía de señalización 

de MAPK, la vía de señalización de TGF-beta y la biosíntesis/degradación de glucanos 

(p<0,05). En la vía de señalización de MAPK se encontraron 20 genes diana, en la vía de 

señalización de TGF-beta se encontraron 6 genes diana y en la biosíntesis/degradación de 

glucanos 2 genes diana. 

Estos resultados están resumidos en la tabla VI. 
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Tabla VI: Vías de señalización significativamente alteradas por miR-338-3p. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Vía de señalización KEGG  p-valor Genes diana 

Biosíntesis de ácidos grasos 2,42-29 FASN 

Metabolismo de ácidos grasos 5,22-07 FASN 

Otros tipos de biosíntesis de O-glucanos 1,49-06 OGT, POMT2, EOGT, POFUT1 

Vía de señalización MAPK  0,015 

FOS, CACNG8, DUSP2, ELK4, CDC25B, TAOK2, 
MAP4K3, MAP2K3, RASA1, ZAK, RAPGEF2, NFKB2, 

MAPKAP3, HSPA8, CACNA1H, MAP3K2, DUSP5, 
RPSKA4, NFATC3, DUSP1 

Otras vías de degradación de glucanos 0,026 NEU3 

Vía de señalización TGF-beta  0,029 SKP1, DCN, SMAD4, SMAD5, SP1, BAMBI 

Metabolismo del glutatión 0,031 SRM, CDC1, GSTP1, GGT6, RRM1 

Ciclo celular 0,032 
YWHAH, CCNB1, CDC25B, MCM4, BUB3, SKP1, 

CCND1, SMAD4, CDC14B, PRKDC, MDM2, MCM3, 
CDC25A 

Biosíntesis de mucina tipo O-Glucano 0,036 GALNT7, GALNT16 
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DISCUSIÓN: 

De acuerdo con la definición de la guía GEMA 5.0 (39), el asma es una 

enfermedad inflamatoria crónica de las vías respiratorias en la que están implicadas varios 

tipos de células y mediadores inflamatorios. El enfoque de tratamiento actual consiste en 

estratificar a los pacientes por fenotipos (clínico, inflamatorio y molecular) (5), pero 

también por endotipos (6) (asma alérgica, enfermedad respiratoria exacerbada por 

antiinflamatorios, asma eosinofílica de inicio tardío), una estrategia conocida como 

"fenoendotipado". Los medicamentos que se utilizan actualmente para tratar el asma 

reducen la inflamación de las vías respiratorias y alivian el broncoespasmo, pero los 

síntomas reaparecen al suspender el tratamiento. Estudios recientes muestran que más del 

50% de los pacientes con asma no están controlados (43,44), lo que indica la necesidad 

de terapias alternativas. Los tratamientos biológicos para el asma grave no controlada, 

introducidos en los últimos años, dirigidos contra las citocinas de tipo 2, son 

prometedores (11,12,13), sin embargo, la selección de los pacientes con más 

probabilidades de respuesta a estos tratamientos continúa obstaculizada en muchas 

ocasiones, por una comprensión inadecuada de los mecanismos fisiopatológicos y 

moleculares heterogéneos subyacentes (5). 

Los proyectos de investigación actuales y futuros, deben intentar identificar los 

fenotipos del asma utilizando datos recopilados de múltiples estudios de cohortes con 

tamaños de muestra suficientemente grandes, integrando datos de la enfermedad medidos 

a lo largo del tiempo.  Con este objetivo nace el proyecto MEGA, estudio que sirve de 

base para esta tesis doctoral. En esta tesis se estudia el papel de los miARNs como 

biomarcadores de diagnóstico y de respuesta a tratamiento biológico en asma, para ello 

se llevan a cabo unas fases bien establecidas:  
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1. Caracterización de los pacientes incluidos en el proyecto MEGA 

2. Estudio de estabilidad de los MiARNs a lo largo del tiempo 

3. Estudio de la expresión diferencial de miARNs entre sanos y asmáticos 

4. Estudio de cambios en miARNs tras tratamiento biológico 

 

Caracterización de los pacientes incluidos en el proyecto MEGA 

Los pacientes incluídos en el proyecto MEGA, mostraron una asociación 

claramente significativa entre asma grave y aumento de síntomas y exacerbaciones, 

menor control de la enfermedad, mayor obstrucción al flujo aéreo y mayor frecuencia de 

poliposis nasal, rinitis severa, ansiedad y depresión, reflujo gastroesofágico y 

bronquiectasias en comparación con pacientes con enfermedad más leve (pendiente de 

publicación). Se encontraron asociaciones significativas entre la obstrucción del flujo de 

aire y diversas características demográficas y clínicas, como la edad, la duración del asma 

y la presencia de poliposis nasal. Estos datos contrastan con los de otras cohortes, en las 

que se encontró una fuerte asociación con el sexo femenino, el IMC y la presencia de 

atopia (42).  

En esta cohorte, el 53,3% de los pacientes presentaban eosinofilia en sangre 

periferica con valores medios superiores a 300 células / µL, y el 28,3% de los pacientes 

tenían niveles superiores a 500 eosinofilos/ µL. La evaluación de la inflamación 

eosinofílica basada en el recuento diferencial de células en muestras de esputo inducido 

reveló que el 73% de los pacientes presentaban > 2% de eosinófilos, lo que indica niveles 

superiores a otras cohortes descritas en la bibliografía (43,44,45).  Esto último puede 

deberse a la alta proporción de pacientes con poliposis nasal (29%) y atopia incluidos en 
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la muestra (71%). Es importante señalar que, en esta cohorte, los niveles de eosinófilos 

no están asociados con el control del asma o la edad al inicio de la enfermedad. 

 

Estudio de estabilidad de los microARNs 

Para la viabilidad de los resultados había que garantizar, al estudiar las muestras 

en dos periodos de tiempo (visita basal y de seguimiento), que la enfermedad asmática 

hubiese permanecido estable en el tiempo y que no se hubiesen producido cambios 

terapéuticos en ese período. Para ello se midió el ACT y la función pulmonar, en concreto 

el VEMS mediante espirometría forzada y se comprobó la medicación en el CRD 

electrónico. Tal como puede observarse en las figuras 5 y 6 las características clínicas de 

los pacientes se mantuvieron estables en el tiempo, en términos de resultado del ACT 

(21,1 ± 3,7 vs 20,8 ± 3,1 unidades arbitrarias) y VEMS% (97,7 ± 12,9 vs 97,5 ± 13,9) lo 

que permite asumir estabilización clínica en los dos periodos de tiempo medidos. 

 La falta de diferencias significativas entre las visitas basales y de seguimiento en 

pacientes asmáticos (en los que no se realizaron cambios terapéuticos) significa que los 

miARNs permanecen estables en el tiempo en el mismo paciente, cuando no se realizan 

cambios en el tratamiento y la patología asmática permanece estable, además de que 

también se comprobó mediante el CRD electrónico que no existiese ningún cambio 

reseñable entre las visitas basal y de seguimiento enel estado de salud de los pacientes. 

Esto podría significar que los posibles cambios en la expresión de los miARNs en el 

mismo individuo a lo largo del tiempo podrían deberse a modificaciones en el estado de 

salud del paciente de forma espontánea o a modificaciones terapéuticas. Dado que en 

pacientes clínicamente estables los miARNs relacionados con el asma se mantienen 

inalterados cuando no se cambia el tratamiento, puede implicar que estos miARNs pueden 

ser medidos sin importar el momento en que se obtengan, por tanto, podrían utilizarse 
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como herramienta diagnóstica en diferentes momentos de la enfermedad. Esta 

característica unida a que se secretan al medio extracelular (plasma, LBA, esputo etc) y 

que son resistentes a la degradación por nucleasas, a la temperatura y a otras condiciones 

extremas (15), hacen de ellos unos biomarcadores muy prometedores para diferentes 

enfermedades, incluída el asma (22). 

Hasta donde se conoce, este es el primer estudio que muestra la estabilidad de los 

miARNs a lo largo del tiempo en sujetos asmáticos en los que no se realizaron cambios 

en su tratamiento y no se observaron cambios clínicos.  

 

Estudio de expresion de micro-ARNs entre sanos y asmáticos 

Estudiando la expresión de miARNs en pacientes asmáticos y en pacientes sanos 

(no asmáticos y no atópicos), se ha encontrado una sobreexpresión en pacientes asmáticos 

en los miARNs miR-1246, miR-320-a y miR-320-b, por lo que podrían tener un papel 

como biomarcadores de diagnóstico en el asma. Un aspecto importante de este hallazgo 

es que la cohorte de pacientes asmáticos en la que se han medido estos miARNs es 

diferente de la descrita por Rodrigo-Muñoz et al (21). En dicho estudio, los autores 

también encontraron a los miARNs miR-320-a y miR-1246, sobreexpresados en 

pacientes asmáticos en comparación con individuos sanos con un área bajo la curva de 

0,72 y 0,70, respectivamente. La ratificación de los hallazgos en otra cohorte hace que 

estos resultados sean reproducibles y refuercen el papel de los miARNs miR-1246 y miR-

320a como biomarcadores de diagnóstico del asma. Aunque no se encontraron diferencias 

significativas en el resto de miARNs medidos (miR-144-3p, miR-144-5p, miR-185-5p, 

miR-21-5p, miR-486-5p), esto puede deberse a las posibles diferencias entre las cohortes 

estudiadas y a la diferencia en el número de pacientes analizados. Los 20 pacientes 
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incluídos en este estudio se corresponden a pacientes con asma persistente moderada, 

mientras que en el estudio de Rodrigo-Muñoz et al. incluye diferentes niveles de 

gravedad, por lo que podría existir un diferente perfil de miARNs entre diferentes niveles 

de gravedad del asma. 

 Existen otros estudios que abordan si los miARNs pueden servir como 

biomarcadores no invasivos para identificar subconjuntos de personas con asma 

(46,47,48,49), el primero que logró resultados exitosos en plasma (50) evaluó los niveles 

de expresión de 135 miARNs en 12 pacientes con asma alérgica y 12 sujetos sanos, 

encontrando 30 miARNs expresados diferencialmente. En este estudio los 6 mejores 

miARNs predictivos fueron: miR-125b, miR-16, miR-299-5p, miR-126, miR-206 y miR-

133b. Con estas sondas y utilizando algoritmos de aprendizaje automático, los autores 

fueron capaces de clasificar correctamente con precisión si el 92,4% de los sujetos estaban 

sanos, tenían RA o padecían asma. Sin embargo, estos resultados no parecen haber sido 

reproducidos en otras cohortes de pacientes (,47,48,49), como si ocurre en esta tesis 

doctoral con los miR-1246 y miR-320-a en suero. Es por esta capacidad diagnóstica 

predictiva que parecen tener los microARNs en pacientes asmáticos con diferentes 

niveles de gravedad y de cohortes diferenciadas que era muy importante poder dar a 

conocer si presentaban estabilidad en el tiempo, como se ha demostrado en este trabajo. 

Si bien es cierto que los microARNs que se utilizan en estos trabajos de 

investigación como posible herramienta diagnóstica en asmáticos frente a sanos son 

diferentes; todos ellos, tanto los que se describen en este último artículo comentado, como 

en el trabajo de Rodrigo-Muñoz y cols y los que se describen en esta tesis, regulan vías 

de señalización inflamatoria. Es la inflamación en el asma, la que permite diferenciar a 

través de estos biomarcadores a los pacientes asmáticos de los sanos. El asma es una 
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enfermedad inflamaria crónica de las vías respiratorias por lo que gran parte de las 

terapias actualmente dirigidas a esta enfermedad se ocupan de disminuír o incluso hacer 

desaparecer dicha inflamación (11,12,13).  

 

Estudio de cambios en micro-ARNs tras tratamiento biológico 

Desde un punto de vista teórico parece lógico pensar que la instauración de un 

tratamiento antiinflamatorio en asma cambiaría la expresión de miARNs que se ocupan 

de vías de señalización del proceso inflamatorio. Esto abre la puerta a una serie de 

preguntas clave para futuras investigaciones. Por ejemplo, ¿Se pueden usar miARNs para 

predecir la resistencia a los medicamentos o la capacidad de respuesta a corticoides? ¿Se 

pueden usar miARNs para identificar a pacientes corticodependientes o pacientes 

corticorresistentes? ¿Se puede comprender mejor la fisiopatología de la enfermedad a 

través de medir ciertos miARNs? o la pregunta en la que se ha centrado esta investigación 

¿Se produce un cambio de expresión en microARNs tras la instauración de un fármaco 

biológico para el asma grave eosinofílica? Responder algunas de estas preguntas puede 

allanar el camino para el desarrollo de biomarcadores, pero es en esta última en la que se 

centra este trabajo. 

Existen trabajos que analizan perfiles de miARNs en respuesta a tratamientos para 

el asma (52,-,56), sin embargo, suelen centrarse en el efecto terapéutico de los corticoides 

y no en los fármacos anti-IL-5 o anti-IL-5Rα que existen actualmente para el tratamiento 

del asma grave eosinofílica mal controlada. Uno de estos trabajos (53) estudia la 

posibilidad para utilizar terapia de reemplazo de miR-146a como una nueva estrategia 

para potenciar los efectos antiinflamatorios de los glucocorticoides en pacientes 

asmáticos corticosensibles. En otro trabajo (56) identificaron los miARNs: hsa-miR-155-
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5p, hsa-miR-4433b-5p, hsa-miR-532-5p, hsa-miR-345-5p, hsa-miR-652-3p, hsa-miR-

126-3p y hsa-miR-335-5p; significativamente asociados con el cambio de VEMS%, de 

los cuales hsa-miR-155-5p y hsa-miR-532-5p se asociaron significativamente con 

cambios en la transrepresión inducida por dexametasona de NF-κB. Estos dos miARNs 

combinados fueron predictores de respuesta a ICS durante el transcurso del ensayo 

clínico. Si bien es cierto, que los resultados obtenidos por estos autores son diferentes a 

los obtenidos en esta tesis, no deja de ser hasta cierto punto esperable, dado que estos 

autores estudiaron el cambio de expresión de miARNs tras tratamiento con corticoides 

inhalados, mientras que esta tesis se centra en buscar diferencias en el perfil de miARNs 

tras instaurar un tratamiento biológico anti-IL-5 para asma grave eosinofílica, por lo que 

las diferencias existentes entre los dos trabajos son comprensibles. En esta tesis doctoral 

se analiza la alteración del miARNoma sérico en pacientes tratados con reslizumab y 

mepolizumab (fármacos biológicos anti IL-5) tras 8 semanas de tratamiento. Los 

resultados mostraron que miR-195-5p y miR-27b-3p estaban regulados negativamnete (p 

<0.05), mientras que miR-1260a (p <0.05), miR-193a-5p (p <0.01) y miR-338-3p (p 

<0,05) se regularon al alza a las 8 semanas de tratamiento. Se utilizó una técnica diferente 

para validar estos resultados y se confirmó que solo miR-338-3p fue regulado al alza de 

manera significativa en estos pacientes después de 8 semanas de tratamiento. 

 Se ha descrito que el miR-338 regula la diferenciación, la apoptosis y 

probablemente la degeneración tisular (57). Otros autores especulan que la inflamación y 

la proliferación celular en la base de los procesos de remodelación pueden ser promovidas 

por la activación de miR-338 (58). Estos datos sugieren que podría esperarse que los 

cambios en la expresión de miR 338-3p pudieran traducirse en cambios significativos en 

la función pulmonar. En la mayoría de los pacientes incluídos en nuestro estudio se puede 
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observar una gran mejoría del VEMS a las 8 semanas de la introducción del fármaco anti-

IL-5 (Tabla V); sin embargo, esta mejora en la función pulmonar parece comportarse 

independientemente de la variación de miR-338 a las ocho semanas en esta población. 

Esto podría deberse al tamaño de la población elegida, ya que una diferencia 

relativamente grande puede no alcanzar significación estadística si la variabilidad es 

grande, debido a un tamaño muestral pequeño, sin embargo, también podría deberse a 

que el VEMS no es el mejor parámetro que traduce la expresión clínica de miR-338-3p, 

ni es el parámetro que más cambia con el tratamiento, frente a otros parámetros como la 

calidad de vida o reducción de corticosteroides orales. Por tanto, estos resultados 

muestran esperanzas de que miR-338-3p pueda ser utilizado como un marcador de 

respuesta temprana a un fármaco biológico en asma grave, dado que en la actualidad 

deben esperarse al menos seis meses antes de plantearse un fallo en la respuesta a un 

fármaco anti-IL-5 (59), sin embargo, parece que este cambio de expression no puede 

justificarse por las mejoras en la función pulmonar. Sería muy interesante poder encontrar 

un biomarcador que pudiera predecir una buena respuesta clínica a un fármaco biológico 

en un corto período de tiempo, ya que esto ahorraría tiempo y dinero a los profesionales 

sanitarios en el campo del asma grave. 

Para indagar más en el papel que juega el miR-338-3p en el asma y poder explicar 

a qué se debe el cambio de expresión observado tras la introducción de los fármacos 

biológicos anti IL-5, se realizó un análisis in silico con DIANA-mirPath para obtener los 

genes diana probables de miR-338-3p y las vías alteradas. Se observaron algunos genes 

diana y vías relacionadas con varias funciones y procesos en el asma, como la vía de 

señalización de MAPK, la vía de señalización de TGF- ß y la biosíntesis / degradación de 

glucanos. La vía de señalización de MAPK está relacionada con la producción de factores 
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inflamatorios (60). El aumento de la activación de la proteína quinasa activada por 

mitógeno p38 (MAPK) en los macrófagos alveolares de pacientes con asma grave se ha 

asociado con una inhibición reducida de la liberación de citocinas por la dexametasona 

(60). La insensibilidad a los corticosteroides en pacientes con asma grave puede mejorar 

con inhibidores de p38 MAPK. Esto podría explicar las diferencias de expression de miR-

338-3p encontradas, dado que los pacientes a tratamiento con un fármaco anti IL-5 

reducen el consumo de corticoides, entre otras cosas por una mayor respuesta a los 

mismos (61, 62).  

La vía de señalización del TGF- ß ha sido un punto de investigación de gran 

importancia en el campo del asma grave como molécula mediadora y efectora en la 

cascada inmune impulsada por Th2. Producida por numerosos tipos de células, incluídas 

células epiteliales, eosinófilos, macrófagos y fibroblastos, participa en la remodelación 

del músculo liso de las vías respiratorias, en la transformación epitelial, también en la 

fibrosis subepitelial y en la producción de moco y en los cambios microvasculares 

(63,64). La comprensión de los mecanismos de la señalización de TGF- ß proporciona 

información sobre las vías de activación, la señalización T-reguladora (Treg) y las 

interacciones de las células inmunes. El TGF-ß regula a la baja el proceso inflamatorio a 

través de la inducción de Treg inmunosupresoras, también inicia la remodelación 

estructural. Un delicado equilibrio entre estos fenómenos define el papel preciso del TGF-

ß en los fenotipos clínicos y fisipatológicos observados en el asma grave. La modulación 

de TGF-ß es potencialmente útil en la inmunosupresión, mientras que la inhibición global 

pura puede tener efectos antifibróticos (65).  

Las diferencias de expression encontradas de miR-338-3p podrían también 

deberse a este efecto antiinflamatorio del TGF- ß dado que la introducción de un fármaco 
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anti IL-5 reduce la inflamación eosinofílica en el asma grave (66). Es difícil averiguar las 

rutas o motivos concretos del cambio de expresión encontrado en el miR-338-3p dada la 

complejidad inmunológica que presenta la enfermedad asmática, pero parece que el 

proceso inflamatorio es el nexo común entre esta enfermedad y las dianas del miR-338-

3p. Es por esto último que no parece haberse encontrado una relación con la función 

pulmonar y es posible que los resultados hubiesen sido diferentes en el caso de investigar 

su relación con la reducción del uso de corticoides tras la instauración del fármaco anti 

IL-5 o con la calidad de vida, sin embargo, estos eran datos que no estaban disponibles 

en todos los pacientes incluídos en todas las visitas por lo que finalmente no pudieron ser 

analizados. Otra de las debilidades de este estudio es que no se ha contado con un grupo 

control al que no se le hubiese administrado el fármaco anti-IL5, sin embargo como vimos 

en los resultados de estabilidad, los miARNs no parecen modificarse en el tiempo cuando 

la enfermedad permanece estable y no se modifica el tratamiento, por lo que no parece 

demasiado probable que las diferencias de expresión encontradas puedan deberse a otros 

factores distintos de la inclusión del tratamiento anti-IL-5, sin embargo el miR-338-3p no 

fue incluido en el estudio de estabilidad puesto que no había sido una de las sondas que 

se encontrasen diferencialmente expresadas entre sanos y asmáticos en el trabajo previo 

a esta tesis doctoral (21). 

Hasta donde sabemos, este es el primer estudio que muestra que existen 

diferencias en la expresión de ciertos miARNs después de la introducción de un 

tratamiento biológico. En nuestro estudio, la expresión de miR-338-3p se modifica 

después del tratamiento, por lo que podría ser un biomarcador de respuesta temprana a 

un fármaco biológico anti-IL-5. Se necesitan más estudios para poder establecer estos 
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cambios con la mejoría clínica observada después de ocho semanas de tratamiento con 

un fármaco anti-IL-5 en pacientes con asma grave eosinofílica. 
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CONCLUSIONES: 

Los micro-RNAs permanecen estables en suero a lo largo del tiempo cuando la 

enfermedad asmática permanece clínicamente estable y no hay modificaciones 

terapéuticas.  

Existe una firma diferencial de micro-RNAs entre pacientes sanos y asmáticos y 

se modifica al instaurar un tratamiento biológico anti-IL-5, estas conclusiones 

principales se sustentan en las siguinets concluiones parciales: 

 

1- Entre los pacientes con asma incluídos en la cohorte proyecto MEGA, el asma 

eosinofílica fue el fenotipo predominante y dentro de este el del asma alérgica 

eosinofílica.  

2- Los miARNs: miR-320-a, miR-144-5p, miR-1246, miR-21-5p y miR-185-5p, en 

suero de pacientes asmáticos, permanecen estables en el tiempo, cuando el asma 

permanece estable y no se producen cambios en el tratamiento. 

3- Los miARNs: miR-1246, miR-320-a y miR-320-b, permiten diferenciar entre 

pacientes asmáticos y pacientes sin asma. 

4- La expresión de miARNs en suero al instaurar un tratamiento biológico anti IL-5 

en pacientes con asma grave no controlada, se modifica tras 8 semanas de 

tratamiento. 

5- El miR-338-3p se encuentra regulado al alza de manera significativa en pacientes 

con asma grave no controlada tras 8 semanas de tratamiento con un fármaco 

biológico anti IL-5 independientemente del cambio en el VEMS. 

6- Los genes diana y las vías de señalización de miR-338-3p están relacionadas con 

varias funciones y procesos en el asma, como la vía de señalización de MAPK, la 

vía de señalización de TGF- ß y la biosíntesis / degradación de glucanos. 
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