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RESUMEN

RESUMEN

El asma, una enfermedad inmunomediada, dinamica y heterogénea, constituye la
cuarta enfermedad crénica mas prevalente en el mundo. El conocimiento mas profundo
de su fisiopatologia ha permitido el desarrollo de tratamientos mas especificos, como
los anticuerpos monoclonales. Estos farmacos presentan caracteristicas
farmacocinéticas y farmacodinamicas complejas, con una importante variabilidad inter
e intraindividual, también influenciada por la evolucién de la enfermedad. Esta
combinacion de factores ha impulsado la investigacién en estrategias de optimizacion
de la posologia, e incluso en la suspension del tratamiento, aproximacién ya consolidada
en otras enfermedades inmunomediadas. La optimizacion, ya sea guiada por criterios
clinicos o mediante inmunoensayos que cuantifican de forma objetiva las
concentraciones plasmaticas (Cp), se plantea como estrategia clave para un uso mas
eficiente de estos tratamientos.

El objetivo de esta tesis fue explorar la posibilidad de optimizar el tratamiento
biolégico en el asma grave mediante un protocolo de reduccion escalonada de dosis de
omalizumab basado en la clinica del paciente, junto con el desarrollo de un
inmunoensayo ELISA para benralizumab y mepolizumab.

El ensayo clinico multicéntrico aleatorizado (OPT-OMA-ASTHMA) consistié en
una reduccioén progresiva de la dosis de omalizumab, aplicada en uno o dos descensos
del 25% separados por 6 meses, con un maximo posible del 50% a las 48 semanas,
seguido de 52 semanas de seguimiento adicional. Se monitorizaron variables clinicas,
funcionales, biomarcadores y Cp de omalizumab. Asimismo, se realizé un analisis de
coste-efectividad para evaluar el impacto econémico de esta estrategia. En paralelo, en
el laboratorio se intentd desarrollar y validar un inmunoensayo propio para la
cuantificaciéon de niveles de benralizumab y mepolizumab, mediante un protocolo de
ELISA indirecto.

Un total de 25 pacientes fueron incluidos en el ensayo, de los cuales tres fueron
excluidos. No se registraron exacerbaciones atribuibles a la reduccion de dosis. Los
resultados mostraron estabilidad clinica y funcional a los 12 meses, mantenida también
a los 24 meses en el 44% de los pacientes que habian alcanzado esa fase en el
momento del analisis, dado que el estudio continia en curso. Los niveles de IgE total y
FceRI permanecieron estables. Se observo que los pacientes con dosis iniciales mas

altas presentaban Cp superiores al inicio; sin embargo, tras la reduccion de dosis, las
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Cp tendieron a converger, alcanzando un rango similar en toda la cohorte. El analisis de
coste-efectividad evidencié un ahorro medio por paciente en el coste sanitario total de
3.123 €/ano en las 48 semanas, que alcanzaba 7.522 €/afo en la semana 52. En cuanto
al coste de omalizumab, se obtuvo un ahorro medio de 5.211 €/afio por paciente a las
48 semanas y de 6.458 €/afno a las 52.

Se realizaron 65 ensayos experimentales para el desarrollo de los
inmunoensayos, sin lograrse la validacion ni del ELISA de benralizumab ni del de
mepolizumab. Durante la optimizacion se probaron también formatos tipo sandwich y un
kit comercial, sin obtener resultados reproducibles. La especificidad del anticuerpo
secundario se identificé como un posible factor determinante.

En conjunto, esta tesis reflej6 que una reduccién escalonada de la dosis de
omalizumab permiti6 mantener el control clinico, funcional y de biomarcadores durante
dos afos de seguimiento, demostrando ademas ser una estrategia coste-efectiva.
Asimismo, se observé que, en pacientes con dosis iniciales elevadas, las Cp estaban
muy por encima de las alcanzadas al final del estudio. Aunque no se logré desarrollar
los ELISA para benralizumab y mepolizumab, la investigacion permitié identificar
factores clave que pueden guiar futuros experimentos.

Finalmente, los resultados obtenidos constituyen un punto de partida para
reflexionar sobre la optimizacion de los biolégicos en asma, sugiriendo que la
individualizacion inicial podria apoyarse en criterios clinicos, biomarcadores y niveles

plasmaticos del farmaco.
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ABSTRACT

ABSTRACT

Asthma, an immune-mediated, dynamic, and heterogeneous disease, is the fourth
most prevalent chronic condition worldwide. A deeper understanding of its
pathophysiology has enabled the development of more targeted treatments, such as
monoclonal antibodies. These drugs exhibit complex pharmacokinetic and
pharmacodynamic characteristics, with significant inter- and intra-individual variability,
also influenced by disease progression. This combination of factors has driven research
into dosing optimization strategies, and even treatment discontinuation, an approach
already well established in other immune-mediated diseases. Optimization, whether
guided by clinical criteria or by immunoassays that objectively quantify plasma
concentrations (Cp), is considered a key strategy for the more efficient use of these
treatments.

The work presented in this thesis involved two complementary studies. The first
was a multicenter randomized clinical trial (OPT-OMA-ASTHMA), which evaluated a
stepwise dose-reduction protocol for omalizumab based on patient clinical status. The
dose was progressively reduced in one or two 25% steps separated by 6 months, with a
maximum possible reduction of 50% at 48 weeks, followed by an additional 52 weeks of
follow-up. Clinical and functional variables, biomarkers, and omalizumab Cp were
monitored, and a cost-effectiveness analysis was performed to assess the economic
impact of this strategy. The second study was a laboratory-based project focused on the
development and validation of an in-house immunoassay for the quantification of
benralizumab and mepolizumab levels using an indirect ELISA protocol.

A total of 25 patients were enrolled in the clinical trial; three were excluded from
the final analysis. No exacerbations attributable to dose reduction were recorded. The
results showed clinical and functional stability at 12 months, which was also maintained
at 24 months in 44% of patients who had reached that stage at the time of analysis, as
the study is still ongoing. Total IgE and FceRlI levels remained stable. Patients with higher
initial doses showed higher Cp at baseline; however, after dose reduction, Cp values
tended to converge, reaching a similar range across the cohort. The cost-effectiveness
analysis revealed an average savings per patient in total healthcare costs of €3,123
E/year at 48 weeks, reaching €7,522/year at week 52. Regarding omalizumab costs, the
mean savings were €5,211/year per patient at 48 weeks and €6,458/year at 52 weeks.
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Taken together, the findings of this thesis indicate that a gradual reduction of
omalizumab dosing can maintain clinical, functional, and biomarker control over a two-
year follow-up period, while also representing a cost-effective approach. Moreover,
patients who started with higher initial doses exhibited markedly elevated Cp values at
baseline, which converged toward similar levels across the cohort after dose adjustment.
Although the ELISAs for benralizumab and mepolizumab could not be fully validated, the
work identified critical factors that may inform and improve the design of future assays.

In conclusion, the results provide a foundation for rethinking biologic optimization
in asthma, suggesting that initial treatment individualization could be guided by a

combination of clinical criteria, biomarkers, and drug plasma levels.
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1. INTRODUCCION

1.1. Asma

1.1.1. Definicion y prevalencia

El asma es una enfermedad inflamatoria crénica de las vias respiratorias,
caracterizada por una obstruccion variable y generalmente reversible del flujo aéreo. Como
respuesta a multiples estimulos, se induce hiperreactividad bronquial y episodios de
broncoconstriccion (1,2). Se trata de la 42 enfermedad cronica mas prevalente a nivel
mundial y afecta a personas de todas las edades. En 2019 se estimé que habia
aproximadamente 262 millones de personas asmaticas en el mundo (3). En las ultimas
décadas se ha observado un aumento progresivo de su prevalencia, alcanzando cifras de
alrededor de 28 millones de personas en Estados Unidos (4).

En el contexto Europeo, un estudio multicéntrico estimd que la prevalencia del asma
diagnosticado en adultos en los cinco principales paises de Europa (Reino Unido,
Alemania, Francia, Italia y Espafa) es de 6,7% (95% CI: 6.5-6.9%) (5).

En Espana, la prevalencia de asma diagnosticado en adultos se sitia en torno al
6,3%, con mayor afectacién en mujeres (6,8%) que en hombres (5,7%) segun los datos
reportados en Cataluia (6). Dentro de esta poblacién, se estima que entre un 5% y un 10%
de los pacientes presentan formas graves de la enfermedad, lo que equivale
aproximadamente a 377.000 personas afectadas en el pais (7). Estas formas graves se
caracterizan por un deterioro significativo de la funciéon pulmonar y dificultades para
alcanzar un control clinico adecuado (7,8).

Esta falta de control se asocia ademas con un incremento de comorbilidades, muchas
de ellas derivadas del uso prolongado de glucocorticoides orales (GCO). Este hecho
conlleva un impacto sustancial sobre la calidad de vida, asi como un riesgo elevado de

desarrollar multimorbilidad (9,10).

1.1.2. Fisiopatologia

El inicio del asma puede situarse en una base de susceptibilidad genética, sobre la
cual diversos factores ambientales como alérgenos inhalados, virus, bacterias, polvo,
polen, humo de tabaco o incluso una microbiota alterada, interactian con el epitelio
bronquial, desencadenando una respuesta inmunolégica anémala (11).

Existen dos grandes fenotipos de asma segun el perfil inmunoldgico subyacente, los

llamados T2 (o T2 alto) y no T2 (o T2 bajo) (Figura 1). El fenotipo T2 se caracteriza por una
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respuesta inmunitaria mediada por células linfoides innatas tipo 2 (ILC2) o linfocitos T
colaboradores tipo 2 (Th2), a través de mecanismos innatos o adaptativos,
respectivamente (2). Esta activacion conduce a la liberacién de citoquinas como la
interleucina 4 (IL-4), la IL-5 y la IL-13, responsables de la inflamacién eosinofilica propia
del asma T2 (12).
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Figura 1. Vias inflamatorias T2 y no T2 en el asma.

Esquema representativo de las vias inflamatorias T2 (T2 alto) y no T2 (T2 bajo) en el asma,
mediadas respectivamente por alarminas y por respuestas neutrofilicas.

Fuente: Ricciardolo FLM et al. Phenotype overlap in the natural history of asthma. Eur Respir Rev.
2023;32(168). DOI:10.1183/16000617.0201-2022 (13).

En los ultimos afios, se ha hablado de la participacion de unas citoquinas derivadas
del epitelio que actuan como reguladoras clave de las respuestas inmunes en el asma T2,
las alarminas (linfopoyetina estromal timica (TSLP), IL-33 y la IL-25). Se liberan ante
agresiones ambientales (patégenos, alérgenos, contaminantes), desencadenando una

cascada inflamatoria (14) (Figura 2).
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Figura 2. Mecanismos fisiopatolégicos de las alarminas en el asma.

Las alarminas liberadas por el epitelio bronquial actian sobre células estructurales, inmunidad
innata y adaptativa, favoreciendo la inflamacion, la hiperreactividad y la remodelacién de la via
aérea.

Fuente: Gauvreau GM et al. Sounding the alarmins-The role of alarmin cytokines in asthma. Allergy.
2023;78(2). DOI:10.1111/all.15609 (15).

Por ofra parte, en el fenotipo no T2, comprende todas las formas de asma que
carecen de los rasgos distintivos del asma T2 alto, entre ellos puede distinguir
paugranulocitico, neutrofilico y mixto T1-T2 (neutrofilico y eosinofilico). Las vias
inmunitarias T1 y T3 desempefan un papel central en la fisiopatogenia del asma T2 bajo
(13).

Se estima que entre el 70% y el 80% de los pacientes con AG presentan inflamacion
T2 (16). En el subgrupo de pacientes con asma grave no controlada (AGNC), el estudio
BRAVO-1 reporta una prevalencia de T2 del 96%, constituyendo un hallazgo pionero aun
no registrado en la literatura (9). La prevalencia de inflamacion alérgica se situa en torno al
60% (17), mientras que el fenotipo eosinofilico puro esta presente en aproximadamente el

50% de pacientes con asma moderada-severa (18).
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En los siguientes apartados se describen las principales vias inmunolégicas
implicadas en la inflamacién T2, que representa el eje central de este trabajo. Se destacara
el papel de la IgE y la IL-5 como mediadores clave en los principales endotipos asmaticos
(alérgico y eosinofilico). Finalmente, se abordara cémo la activacion simultanea de estas
vias puede dar lugar a fenotipos eosinofilicos mixtos, cada vez mas reconocidos en la
practica clinica por su mayor complejidad diagnédstica y terapéutica.
1.1.2.1. Asma alérgica (mediada por via IgE)

La patogénesis mediada por IgE activa la respuesta inmunolégica mediante su
interaccion con sus receptores especificos en células efectoras. Principalmente, la IgE se
une al receptor de alta afinidad para IgE (FceRlI), encontrado principalmente en la superficie
de mastocitos, basodfilos y otras células inmunes, y al receptor de baja afinidad para IgE
(FceRIl), que puede estar en forma soluble o anclado a membrana. La union del alérgeno
con la IgE induce la activacion celular y una retroalimentacion positiva que incrementa la
expresion de los receptores FceRl, existiendo una correlacion entre los niveles séricos de
IgE y la densidad de estos receptores (18). Ademas, la unién de IgE a FceRI contribuye a
estabilizarla en circulacion, ya que la IgE permanece ligada al receptor durante varias
semanas, mientras que la IgE libre en plasma es de vida corta (2-3 dias) (19).

Tras la primera exposicién al alérgeno, este es captado y procesado por células
presentadoras de antigeno, que lo presentan a linfocitos T colaboradores tipo 2 (Th2)
(Figura 3). La activacion de este eje inmune induce la produccion de citoquinas,
principalmente IL-4 e IL-13, que promueven el cambio de isotipo en linfocitos B, con la
consiguiente sintesis de IgE especifica frente al alérgeno. Esta IgE se une con alta afinidad
a los receptores FceRl de mastocitos y basodfilos, de modo que el individuo queda

sensibilizado (20).
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Figura 3. Proceso de sensibilizacion a alérgenos en el epitelio bronquial.

Fuente: Galli SJ et al. The development of allergic inflammation. Nature. 2008.
DOI:10.1038/nature07204 (20).

En exposiciones posteriores al mismo alérgeno, se desencadena de inmediato la
fase temprana de la reaccién alérgica (Figura 4). En individuos previamente
sensibilizados, el alérgeno se une de forma cruzada (cross-linking) a dos moléculas de IgE
especificas fijadas al receptor FceRlI en la superficie de basdfilos y mastocitos, provocando
su activacion y desgranulacion. Como consecuencia, se liberan mediadores
proinflamatorios como histamina, leucotrienos y prostaglandinas, responsables de la
broncoconstricciéon, el aumento de la permeabilidad vascular, la hipersecreciéon de moco,
la contraccion del musculo liso bronquial, asi como del reclutamiento y activacion de
eosinofilos (18).
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Figura 4. Fase temprana de la reaccion alérgica mediada por IgE en el asma.

Fuente: Galli SJ et al. The development of allergic inflammation. Nature. 2008.
DOI:10.1038/nature07204 (20).

La fase tardia se manifiesta entre 4 y 6 horas después de la exposicién al alérgeno.
En esta fase, se produce la infiltracion del tejido inflamado por linfocitos Th2, eosindfilos,
mastocitos y basofilos. Las células dendriticas captan el antigeno y lo presentan a los
linfocitos CD4+, en particular a los Th2, que expresan receptores especificos para dicho
antigeno (TCR). Estos linfocitos Th2 liberan citoquinas clave en la inflamacion tipo 2: IL-4,
IL-5 e IL-13. La IL-4 induce el cambio de isotipo en los linfocitos B para la produccion de
IgE. Por su parte, la IL-5 promueve el reclutamiento, activacion y supervivencia de
eosindfilos, efecto que se ve potenciado por la unién de IgE al receptor FceRI de estas
células, asi como por mediadores como la prostaglandina D, (PgD,) liberada por
mastocitos activados. Ademas, la IL-13 contribuye de forma indirecta al reclutamiento
eosinofilico mediante la induccion de eotaxinas, que facilitan su migracion al tejido
inflamado. En conjunto, estas citoquinas amplifican la inflamacion y promueven
alteraciones estructurales persistentes en el tejido bronquial, perpetuando el proceso
inflamatorio (18,21).
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Las alarminas estan implicadas también en esta respuesta alérgica ya que su
liberacion por las células epiteliales en respuesta al alergeno impulsa la activacion de
mastocitos y basofilos, asi como la produccion de IgE. La TSLP en concreto participa en la
iniciacion de las respuestas asmaticas inducidas por alérgenos (14).

Adicionalmente, se ha observado la IgE esta implicada también en el remodelado
bronquial, aumentando la produccién de componentes de la matriz extracelular, como
colageno y fibronectina en el musculo liso. Este fendmeno puede ocurrir
independientemente de la interaccién con el alérgeno (18). Este efecto estd mediado por
la union de IgE a sus receptores de alta y baja afinidad, expresados en las células del
musculo liso, lo que activa vias de sefalizacion intracelular responsables de la proliferacion
celular y de la sintesis aumentada de componentes de la matriz extracelular (22).

Asi, el endotipo alérgico (Figura 5) se caracteriza por la sensibilizacion a alérgenos
especificos y una inflamacién crénica impulsada por niveles séricos elevados de IgE, en la

que predominan mecanismos mediados por mastocitos, basdfilos y citoquinas T2 (12).

Epithelial injury by viruses, bacteria,
Allergen tobacco smoke, air pollutants
Goblet-cell Q and/or oxidative stress Airway lumen

metaplasia

. Thickening of
lamina reticularis

Fibroblast

Histamine
TNF-e, IL-13 TGF-B, TNF-ct,
VEGFA

Myofibroblast -/

B o .
and types I, Il and V collagen

CD8O cytokines
TGF-a,
€D40 TGF-B

g GM-CSF, Formation of
] ) 13,15 an EMTU
5 , Cytokines
a - —— EMTU
Eosinoph
Inflammatory
A IL-4 iat
IL-4, 1113 L3 bt e
IgE

production -4
Q.&

Beell

Airway smooth

muscle hyperplasia
Airway

Bronchoconstriction

and severe narrowing
of airway lumen

Figura 5. Via fisiopatologica de la IgE en asma.

Fuente: Galli SJ et al. The development of allergic inflammation. Nature. 2008;
DOI:10.1038/nature07204 (20).
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1.1.2.2. Asma eosinofilica (mediada por via IL-5)

La IL-5 constituye otro eje fundamental en la inflamacion T2 (Figura 6). Esta citoquina
es producida principalmente por linfocitos ILC2 e Th2, asi como por mastocitos y
eosindfilos, y ejerce su accién a través del receptor especifico (IL-5Ra), expresado
predominantemente en eosindfilos, aunque también presente en mastocitos, basdfilos,
ILC2, células plasmaticas, células epiteliales de las vias respiratorias, fibroblastos
pulmonares e incluso en neutrdéfilos en determinadas condiciones inflamatorias. La principal
funcién de la IL-5 es favorecer la proliferacion y maduracion de los eosinéfilos en la médula
6sea, su reclutamiento hacia los tejidos periféricos, su activacion funcional y la

prolongacion de su supervivencia (23).
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Figura 6. Papel central de la IL-5 en la inflamacién T2 del asma.

IL-5 es una citoquina clave en la inflamacion T2, con efectos directos e indirectos sobre distintas
células inmunitarias segun la expresion de IL-5R.

Flechas rojas indican efectos directos; flechas grises, efectos indirectos.

Fuente: Buchheit KM et al. Interleukin-5 as a pleiotropic cytokine orchestrating airway type 2
inflammation: Effects on and beyond eosinophils. Allergy. 2024. DOI:10.1111/all.16303 (24).
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En este fenotipo, las alarminas son también claves en la inflamacion, facilitando y
perpetuando la liberacion de citoquinas T2. La TSLP en concreto, estimula la diferenciacion
de eosindfilos y previene su apoptosis, contribuyendo a la acumulacion de estas células en

las vias respiratorias (14,15) (Figura 7).
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Figura 7. Epitelio de la via aérea como iniciador de la inflamacién eosinofilica.

El epitelio respiratorio actua como barrera fisica y como regulador de la respuesta inmune.

Fuente: Russell RJ et al. The airway epithelium: an orchestrator of inflammation, a key structural
barrier and a therapeutic target in severe asthma. Eur Respir J. 2024. DOI:10.1183/13993003.01397-
2023 (11).

Respecto al remodelado bronquial, la IL-5 aumenta la permeabilidad epitelial y activa
los fibroblastos, lo que puede agravar el dafo estructural caracteristico del asma
eosinofilica (21,23).

Por lo tanto, en el asma eosinofilico la inflamacién puede desarrollarse en ausencia
de una sensibilizacion especifica. Diversos estimulos nocivos, como infecciones virales,
exposicion a contaminantes u otros factores ambientales, inducen la activacion de las

células epiteliales de la via aérea, con la consecuente liberacion de alarminas. Estas
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citoquinas epiteliales activan principalmente a las ILC2, que a su vez promueven la
produccion de IL-5 y otras citoquinas tipo 2, desencadenando la respuesta inflamatoria

caracteristica de este fenotipo asmatico (12,15).

1.1.2.3. Fenotipo eosinofilico mixto (superposiciéon de vias T2)

Tal como se ha descrito en los aparatados previos, el asma T2 puede desarrollarse
a traveés de distintas vias inmunoldgicas, principalmente mediadas por IgE (alérgica) o por
citoquinas como la IL-5 (eosinofilica). Sin embargo, especialmente en pacientes alérgicos,
estas vias pueden coexistir, dando lugar a un fenotipo eosinofilico mixto, caracterizado por
la activacion simultanea de ambos mecanismos inflamatorios (Figura 8 y Figura 9). Esta
situacion se observa en aproximadamente un tercio de los pacientes con AGNC
(17,21,25,26).
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Figura 8. Respuesta inmunitaria T2 en el asma: activacion mediada por IgE e IL-5.

En el fenotipo mixto de asma T2, la IgE favorece la activacion de mastocitos y basdfilos, mientras
que IL-5 promueve la diferenciacién y supervivencia de eosinéfilos. Ambos mecanismos contribuyen
a la inflamacién crénica de la via aérea.

Fuente: Fahy J V. Type 2 inflammation in asthma-present in most, absent in many. Nat Rev Immunol.
2015. DOI: 10.1038/nri3786 (27).
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El fenotipo eosinofilico mixto se ha asociado con formas mas graves de la
enfermedad, una mayor carga sintomatica y una respuesta mas variable al tratamiento
bioldgico, lo que subraya la importancia de enfoques terapéuticos personalizados (17).

En el caso del asma alérgico eosinofilico, predominan las respuestas Th2 frente a
alérgenos especificos, con una produccion elevada de IgE y citoquinas como IL-5, que
favorecen la activacion de eosindfilos. En este contexto, el eosindfilo emerge como una
célula clave de la respuesta inflamatoria, comun a ambas vias. Tras su activacion, su
infiltracion en el tejido puede producirse entre 8 y 24 horas después de la exposicion al

estimulo inflamatorio y mantenerse durante un periodo de 3 a 8 dias (12,21).

Inflamacién tipo 2

Alérgico Eosinofilico

Endotipo inflamatorio

Alérgico eosinofilico

Alérgenos especificos y alarminas Alarminas epiteliales

Via de activacion principal Alérgenos especificos 2 + IgE epiteliales (TSLP, IL-25, IL-33)

Células efectoras clave Linfocitos Th2 Linfocitos Th2 e ILC2 ILC2

Biomarcadores

caracteristicos IL-4, IL-5, IgE IL-4, IL-5, IgE IL-5

Figura 9. Representacion esquematica de los principales mecanismos implicados en

la inflamacion tipo 2 eosinofilica.

IL: interleucina, ILC2: células linfoides innatas tipo 2, 1G: inmunoglobulina, TSLP: linfopoyetina
estromal timica, +: activacion.

Elaboracion propia a partir de (28,29).

La activacion de los eosindfilos conlleva a su desgranulacion, con la liberacién de
leucotrienos, proteinas citotdxicas como la proteina catidnica eosinofilica y la peroxidasa
eosinofilica, asi como diversos mediadores proinflamatorios. Todos ellos inducen dano
epitelial, aumento de la permeabilidad vascular y broncoconstriccion, estimulando a su vez
la activacion de otras ILC2, estableciendo un bucle de retroalimentacion positiva que
amplifica y cronifica la inflamacion. Esta respuesta inflamatoria sostenida contribuye no
solo a la aparicion de exacerbaciones, sino también al remodelado estructural de la via

aérea a largo plazo (12,30,31).
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Desde el punto de vista terapéutico, la identificacién de mecanismos comunes entre
los distintos endotipos del asma ha permitido identificar dianas terapéuticas compartidas

(30), que se abordaran en detalle en el apartado de estrategias terapéuticas.

1.1.3. Manifestaciones clinicas y diagnéstico

Los sintomas mas caracteristicos del asma son disnea, tos, sibilancias, opresién
toracica e hipersecrecion mucosa (2). A nivel estructural, se observa una alteracién del
epitelio bronquial y de los distintos tipos celulares que lo componen (células ciliadas,
caliciformes y basales, entre otras), lo que conlleva engrosamiento de la membrana basal,
fibrosis subepitelial y proliferacion y aumento de la masa del musculo liso. Este conjunto
de cambios se conoce como remodelacion de la via aérea (Figura 10). Tanto la inflamacion

como la remodelacion se retroalimentan, perpetuando el caracter crénico del asma (11).
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Figura 10. Remodelacién de la via area en el asma T2.

La inflamacién T2 induce cambios estructurales en la via aérea, tales como engrosamiento de la
pared o hiperplasia del musculo liso, que favorecen el estrechamiento bronquial.

Fuente: Fahy J V. Type 2 inflammation in asthma-present in most, absent in many. Nat Rev Immunol.
2015. DOI: 10.1038/nri3786 (27).

El diaanéstico del asma se basa en la presencia de sintomas clinicos caracteristicos,
fluctuantes en el tiempo y en intensidad, asociados a una obstruccién variable del flujo
aéreo. Esta obstruccidn se confirma mediante pruebas funcionales respiratorias,
principalmente la espirometria, que suele evidenciar una relacién FEV,/FVC reducida (<0,8

en adultos), donde FEV; corresponde al volumen espiratorio forzado en el primer segundo
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y FVC al volumen espiratorio forzado total; y una mejoria significativa del FEV, tras la
administracion de un broncodilatador (incremento 212% y 2200 mL) (1).

La fraccion exhalada de oxido nitrico (FEno) constituye una herramienta atil en el
diagnostico del asma asociado a inflamacion T2. Su valor es especialmente relevante en
pacientes que presentan sintomas compatibles con asma, pero sin alteraciones evidentes
en las pruebas funcionales respiratorias. De acuerdo con la evidencia reciente, un valor de
FEno superior a 40 ppb se considera indicativo de inflamacion T2 y apoya el diagndstico de
asma (1).

Una vez establecido el diagnodstico, es imprescindible realizar una evaluacién
diferencial para descartar otras patologias que pueden presentar sintomas respiratorios
similares, tales como la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), la insuficiencia
cardiaca, la disfuncion de cuerdas vocales o las bronquiectasias (1).

Por otra parte, el asma es una enfermedad dinamica que requiere una reevaluacion
periddica del control clinico y funcional, y en este sentido se clasifica como controlado,
parcialmente controlado o no controlado (ver Tabla 1). Las principales guias de practica
clinica, como GINA y GEMA, definen el control de la enfermedad como un concepto dual,
que incluye tanto la situacion actual del paciente como su riesgo futuro (32).
Concretamente, se define mediante los siguientes parametros: control de sintomas,
nuamero de exacerbaciones, la necesidad de GCS, las visitas a urgencias o ingresos
hospitalarios y pérdida de la funcion pulmonar (1,33).

El control de sintomas es el grado en que las manifestaciones clinicas de la
enfermedad se mantienen ausentes o reducidas al minimo mediante un tratamiento
adecuado. Este concepto abarca tanto la presencia de sintomas diurnos y nocturnos, la
necesidad de medicacién de rescate o la frecuencia de exacerbaciones. Se considera que

el asma no esta controlada cuando se detectan tres o0 mas de estos criterios (ver Tabla 1)

).
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Tabla 1. Clasificacion control del asma.

CONTROL DEL ASMA
Caracteristicas Bueno Parcial Mal
(cumplir todos) (cumplir 1) alo
Sintomas,
Diurnos 0 6 =2 dias/mes >2 dias/mes
Nocturnos 0 >1
‘ Exacerbaciones 0 = 1/afio L
= 3 caracteristicas
‘ Medicacién de rescate 0 6 <2 dias/mes >2 dias/mes del control parcial
‘ Limitacion actividad Ninguna Cualquiera
Funcion pulmonar (respecto al mejor| 80% <80%
valor personal) =ouR °

Fuente: GEMA. Guia Espafiola para el Manejo del Asma (GEMA) 5.5. 2025 (1).

La gravedad del asma, no se determina unicamente por la intensidad de los sintomas,
sino por el nivel de tratamiento necesario para lograr y mantener un buen control (1).
Cuando un paciente precisa recibir un tratamiento combinado que incluye glucocorticoides
inhalados (GCI) a dosis altas (valores = 800 ug/dia de budesonida o equivalentes), B-
agonistas de accion prolongada (LABA) y/o antimuscarinico de accién prolongada (LAMA),
o bien el uso continuado de glucocorticoides sistémicos (GCS), para alcanzar el control
clinico o prevenir exacerbaciones, se clasifica como asma grave (AG). Si a pesar de recibir
este tratamiento, no se logra el control de la enfermedad, se clasificard como AGNC (1,32).
1.1.3.1. Biomarcadores

En la practica clinica, la caracterizacion del tipo de inflamacién subyacente mediante
biomarcadores permite fenotipar a los pacientes e individualizar el tratamiento
especialmente importante en el AGNC. En el asma T2, los biomarcadores mas relevantes
son el recuento de eosindfilos en sangre y/o esputo inducido, FEno, los niveles de IgE
especifica y/o la presencia de sensibilizacion alérgica confirmada por prueba cutanea.
Estos parametros reflejan diferentes vias inflamatorias y permiten identificar los principales
endotipos del asma grave (9,21,26,34,35).

Los eosindfilos reflejan la actividad de citoquinas como la IL-4 o IL-5 que son claves
en la inflamacién T2. Niveles altos se han correlacionado con mayor frecuencia de
exacerbaciones y peor control de la enfermedad (35). Actualmente se dispone dos métodos
de medicién: en sangre (mas accesible y utilizado en practica clinica habitual) o en esputo
inducido (considerado como la prueba de referencia para evaluar inflamacién eosinofilica

de la via aérea) (1).
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El FEno es un biomarcador de inflamacion T2. Los niveles elevados se asocian con
la activacion del epitelio bronquial mediada por citoquinas como IL-4, IL-5 o IL-13. La
produccion de éxido nitrico (NO) se debe a la induccion de la enzima 6xido nitrico sintetasa.
Cuya regulacion esta principalmente influida por la IL-13 (36). De acuerdo con las guias de
la American Thoracic Society (ATS) y la European Respirtory Society (ERS) (37), los
valores de FEno se clasifican en :alto (>50 ppb), intermedio (25-50 ppb) o bajo (<25 ppb).

Aunque la IgE total se ha empleado como biomarcador diagnéstico (IgE = 75 Ul) y
aun figura en algunas guias (1), su valor es limitado cuando se interpreta de forma aislada
(25,38,39). La presencia de IgE especifica frente a alérgenos clinicamente relevantes,
afiadido a sintomas tras la exposicion, permite un diagndstico preciso de asma alérgico
(1,40).

Las guias clinicas nacionales e internacionales (como GEMA y GINA) proponen los
siguientes puntos de corte para definir la inflamacién T2: eosindfilos en sangre = 300céls/uL
en el ultimo afo, FEno 220-25 ppb, y eosinofilia en esputo 22% (1,34,41).

La siguiente Tabla 2 resume las caracteristicas mas relevantes de la inflamacién T2

y sus endotipos mas representativos:

Tabla 2. Biomarcadores asociados a inflamacién T2 y sus endotipos predominantes.

‘ ‘ Asma alérgico Asma eosinofilico

‘ Eosindfilos en sangre Pueden estar elevados, variable Elevados: > 300 céls/uL

Pueden estar elevados, menos
Eosinodfilos en esputo especifico, variable segun el Elevados: 22-3%
momento y la exposicién al alérgeno

Elevados habitualmente: = 20-25
FEno ppb; suele correlacionar con Elevado: = 25 ppb
exposicion a alérgenos

‘ IgE total ‘ Elevada Alta o normal
‘ IgE especifica ‘ > 0,35 kUa/L Alta o normal
Sensibilizacién alérgica Positiva Negativo

(prueba cutanea)

céls: células; FEno: fraccion exhalada de éxido nitrico; IgE: inmunoglobulina E; ppb: partes por billén.
Elaboracion propia a partir de (26,34).

Por tanto, los biomarcadores desempefan una doble funcién: por un lado, permiten
identificar la presencia de inflamacion T2; por otro, orientan la seleccion del tratamiento y
ayudan a predecir su posible efectividad. No obstante, los valores de referencia varian en

funcién del objetivo clinico planteado: diagnosticar la inflamacion, estratificar riesgo o
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indicar un tratamiento bioldgico (1). Este aspecto se desarrollara con mayor detalle en los
apartados dedicados a la evolucion y al tratamiento bioldgico.

Ademas, la superposicion de biomarcadores inflamatorios en asma grave constituye
un hallazgo frecuente. De hecho, datos procedentes de un registro internacional indican
que mas del 80% de los pacientes con asma grave que presentaban un biomarcador
elevado, mostraban, ademas, al menos otro biomarcador concomitante. Este fenomeno
subraya la importancia de una interpretacion integrada, que combine de manera

sistematica los parametros clinicos, analiticos y funcionales (25,26,34).

1.1.4. Seguimiento y monitorizacion

El seguimiento se realiza evaluando parametros clinicos y funcionales. Los sintomas
se pueden valorar mediante cuestionarios validados, como el Asthma Control Test (ACT)
(ver 10.1. Anexo ). Esta herramienta permite cuantificar la frecuencia de sintomas diurnos
y nocturnos, la necesidad de medicacion de rescate y el impacto de la enfermedad sobre
la calidad de vida. Por otra parte, la funcién pulmonar se evalia mediante espirometria,
siendo el FEV/ el parametro de referencia para monitorizar la progresion de la enfermedad
(1).

Esta interpretacion conjunta permite obtener una vision de la evolucién de la
enfermedad (42). De esta manera, se define el asma mal controlado cuando se cumple al
menos uno de los siguientes criterios: ACT<20; = 2 exacerbaciones moderadas o
necesidad de = 2 ciclos de GCO en el ultimo afio; = 1 hospitalizacion por exacerbacion
grave en el mismo periodo; o limitacion cronica (FEV1i< 80%) tras la optimizacion del
tratamiento en pacientes cuyo mejor FEV fue previamente superior al 80% (1).

Por otro lado, los biomarcadores suponen también una herramienta para el
seguimiento del paciente asmatico, ya que permiten monitorizar la respuesta, ajustar el
tratamiento y anticipar el riesgo de eventos futuros, incluso en pacientes con buen control
clinico. La medicién del FEno, en particular, es util como marcador de respuesta a los
corticosteroides inhalados (GCIl), como senal de adherencia terapéutica, y sus valores
elevados se han asociado con mayor riesgo de exacerbaciones y deterioro de la funcion
pulmonar (12,32,35,43,44).

En pacientes corticodependientes, la dosis diaria necesaria de corticosteroides
sistémicos también puede considerarse un indicador indirecto de carga inflamatoria y de
respuesta terapéutica (32).

En los ultimos afios, se ha adoptado desde otras enfermedades inmunoldgicas un

nuevo paradigma en el abordaje del asma: el concepto de remisiéon. Antes de la
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introduccion de las terapias bioldgicas, este objetivo se consideraba inalcanzable; sin
embargo, la respuesta a estos tratamientos ha permitido replantear la posibilidad de
alcanzar una situacion de inactividad clinica. La remision del asma se define como la
ausencia de actividad de la enfermedad y puede clasificarse en dos formas (1,45,46):

- Remision clinica: ausencia de sintomas y exacerbaciones, con estabilizacién de
la funcion pulmonar durante al menos 12 meses.

- Remision completa: incluye los criterios anteriores, sumando la ausencia de
hiperrespuesta bronquial y de inflamaciéon de las vias respiratorias durante al
menos 3 afos.

Esta definicién fue propuesta inicialmente por Menzies-Gow A et al. (47), aunque
diferentes sociedades cientificas han introducido variaciones en los criterios (1,48,49),
especialmente en relacion con las exacerbaciones, el uso de GCO de mantenimiento, los
sintomas y la funciéon pulmonar. Como consecuencia, la incidencia de remisién varia
ampliamente entre estudios, con tasas que oscilan entre el 2% y el 74% (45,46).

Aquellos pacientes con mayor tiempo de evolucién del asma y/o peor capacidad de
la funcién pulmonar, tienen menor probabilidad de alcanzar la remision clinica (50). Sin
embargo, todavia se desconoce en qué medida el grado de inflamacion o el remodelado
estructural de las vias aéreas, podrian condicionar la posibilidad de alcanzar este estado
(46).

1.1.5. Tratamiento
1.1.5.1. Historia y tratamiento convencional

La estrategia terapéutica del asma ha experimentado una revolucion en las ultimas
décadas. Tras una primera etapa centrada en el uso de broncodilatadores, la introduccion
de los GCl en los afios 70 marcé un hito al abordar directamente la inflamacion (12,18). Sin
embargo, un subgrupo de pacientes con AG continué presentando un control clinico
insuficiente a pesar de recibir dosis altas de GCl o incluso GCS (12). Esta limitacién impulsé
el desarrollo de terapias dirigidas, siendo en 2003 se aprobo el primer tratamiento bioldgico,
omalizumab, tras demostrar su eficacia en ensayos clinicos centrados en un biomarcador
especifico (IgE) (18). El primer estudio pivotal incluyo 546 pacientes con AGNC alérgico
con GCI. Omalizumab resultd ser eficaz ya que redujo en mas de un 50% las
exacerbaciones, mejoro el control de asma y permitio la reduccién de GCI con un perfil de
seguridad similar a placebo (47).

Sin embargo, entre 2014 y 2017, un registro internacional mostré que, solo el 25%

de pacientes con AGNC se beneficiaba de tratamiento biolégico, mientras que una gran
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proporcion seguian dependiendo del uso de GCS (7). El avance en el conocimiento de la
fisiopatologia del asma permitio identificar nuevas dianas terapéuticas centradas en la
inflamacién T2, lo que facilitd el desarrollo de terapias bioldgicas dirigidas a distintos
fenotipos de la enfermedad (51).

En la actualidad, se prioriza el uso de terapias bioldgicas, debido a que el uso
prolongado de CO se asocia a multiples efectos adversos graves, considerandose su
utilizacién continuada como un indicador de fracaso terapéutico (52).

En contraste, los tratamientos biolégicos ofrecen un perfil de seguridad y tolerancia
superior, reduciendo significativamente los efectos adversos y actuando de manera dirigida
sobre mediadores clave de la inflamacion T2 (21).
1.1.5.2. Terapias bioldgicas en el asma

El tratamiento del asma se estructura en 6 escalones terapéuticos segun la intensidad
necesaria para controlar la enfermedad (Figura 11). La terapia bioldgica corresponde al
sexto escaldn y esta reservada para pacientes con AGNC que presentan indicacién clara
basada en su fenotipo inflamatorio. En Espana, se encuentran aprobados 6 biolégicos
aprobados: omalizumab, mepolizumab, benralizumab, reslizumab, dupilumab vy

tezepelumab (1).
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Figura 11. Escaldn terapéutico del asma.

Fuente: GEMA. Guia Espafiola para el Manejo del Asma (GEMA) 5.5. 2025 (1).
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1.1.5.2.1. Principales anticuerpos monoclonales (mAbs) aprobados

Los anticuerpos monoclonales aprobados para el asma se agrupan segun su diana

terapéutica dentro de la via de inflamatoria T2 en: anti IgE, anti IL-5/ IL-5Ra, anti IL-4Ra e

inhibidores de TSLP (53). La Tabla 3 resume las caracteristicas de los farmacos

disponibles.

Tabla 3. Caracteristicas de los bioldgicos aprobados.

Farmaco Estructura quimica Dlana's . Posologia*
terapéuticas
Omalizumab Anti IgE Segun peso e IgE
/2- 4 semanas
| Mepolizumab IgG1 humanizado | Anti IL-5 100 mg/ 4 semanas
Benralizumab Anti IL-5Ra 30 mg / 4 semanas
(3 dosis), luego 8 semanas
\ Reslizumab IgG4 humanizado \ Anti IL-5 Segun peso
. IgG4 totalmente —_— i Dcarga: 600 (400) mg, luego
Dupilumab humano Anti IL-4R/IL-13 300 (200) mg / 2 semanas
Tezepelumab LgGZ totalmente Anti-TSLP 210 mg/ 4 semanas
umano

Dcarga: dosis de carga; Ig: inmunoglobulina; IL: interleucina; TSLP: linfopoyetina estromal timica.

Elaboracion propia a partir de las fichas técnicas de cada farmaco (54-59).

Los mecanismos de accién de estos farmacos son (Figura 12) (53,60,61):

El

Anti IgE: bloquea la union de la IgE libre a su receptor de alta afinidad FceRI en
mastocitos y basdfilos, disminuyendo la liberacién de citoquinas. Indicado en asma
alérgica.
Anti IL-5: inhibe la unién de IL-5 a su receptor, reduciendo la proliferacion y
activacion de eosindfilos. Indicado en asma eosinofilica.
Anti IL-5Ra: bloquea el receptor e induce citotoxicidad mediada por células NK,
provocando la apoptosis de eosindfilos. Indicado en asma eosinofilica.
Anti IL-4Ra: bloquea la subunidad a del receptor de la IL-4, inhibiendo
simultaneamente tanto la IL-4 e IL-13, reduciendo la produccion de IgE, secrecién
de moco, niveles FEno y eosinofilia tisular. Indicado en asma alérgica y
eosinofilica.
Anti TSLP: bloquea el receptor de la TSLP, reduciendo la activacién de células
ILC2 y Th2. Indicado en asma alérgica y eosinofilica y no T2.

objetivo principal de

la terapia biologica en el AGNC es lograr una

inmunomodulacién eficaz, mediante la reduccidon de los niveles de IgE o la inhibicion de
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citoquinas clave en la respuesta T2, con el fin de atenuar la inflamacién de la via aérea y

en consecuencia, alcanzar un mejor control de la enfermedad (12).
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Figura 12. Dianas terapéuticas de los biolégicos del asma y células efectoras

implicadas.

Esquema que representa los principales anticuerpos monoclonales utilizados en el tratamiento del
asma grave, las citocinas que bloquean o modulan y las células efectoras diana involucradas en la
inflamacion tipo 2.

Fuente: Pelaia C et al. Novel Biological Therapies for Severe Asthma Endotypes. Biomedicines.
2022. DOI: 10.3390/biomedicines10051064 (61).

1.1.5.2.2. Criterios de indicacién v seleccion de pacientes

La eleccion del tratamiento biologico debe ser individualizada, ya que la respuesta
terapéutica depende de multiples factores como las caracteristicas clinicas y radioldgicas,
el perfil inflamatorio, la expresion de biomarcadores (IgE total, eosinofilia, FEno,
sensibilizacién especifica), las comorbilidades y los objetivos clinicos (ver 10.2. Anexo 2).

Los biomarcadores inflamatorios son clave en la seleccién del tratamiento bioldgico
en el asma grave, aunque su utilidad para monitorizar la respuesta sigue siendo objeto de
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debate. La eosinofilia, tanto en sangre como en esputo, se asocia generalmente con una
buena respuesta a los biolégicos dirigidos a la via T2, siendo la eosinofilia en esputo mas
fiable como marcador pronéstico. En los estudios REDES y ORBEII, se observé una mayor
efectividad clinica de mepolizumab y benralizumab respectivamente, en pacientes con
niveles mas elevados de eosindfilos, consolidando a los eosinéfilos como un biomarcador
predictivo clave en la toma de decisiones clinicas (43,60,62-64).

Los niveles elevados de FEno son reflejo de activacion epitelial mediada por IL-4/IL-
13 y predicen mejor respuesta a dupilumab. En pacientes con eosinofilia aislada sin
componente alérgico, se prioriza el uso de anti IL-5/IL-5R, mientras que la elevacion
simultanea de varios biomarcadores de la via T2 en el fenotipo mixto, sugiere el uso de
tezepelumab o dupilumab. En aquellos con niveles bajos de eosinéfilos y FEno, pero con
sensibilizacion perenne, podria considerarse omalizumab o tezepelumab. Por ultimo, la
utilidad de la IgE total en la practica clinica se restringe a su empleo como criterio para
indicar omalizumab (35,38,40,60,65).

Diversas revisiones han analizado la relacién entre biomarcadores, estrategias
terapéuticas y objetivos clinicos en el tratamiento del asma grave. En particular, el articulo
de Couillard S et al. (66) resume esta correspondencia en la Tabla 4, que se presenta a

continuacion:

Tabla 4. Relacién entre estrategias terapéuticas, biomarcadores y objetivos clinicos

basada en ensayos clinicos.

Biologico Biomarcadores Crisis (]) GCO (|) | ACT | FEV1(mL) (1)

Anti IgE IgE total serica, 25% 0 " 0
sensibilizacion alérgica

ANIL-S Y | Eosinofilia = 300 céls/mL | 50% . + 98

anti IL-5R

Anti IL-4R / Eosinofilia = 150 céls/mL + o

IL-13 FEno 2 25 ppb 46% ++ * 130-140

Anti TSLP No rquiere biomarcadores 49% 0 + 130
especificos

ACT: asma control test; FEV+1: volumen espiratorio forzado; GCO: glucocorticoides orales; Ig:
inmunoglobulina; IL: interleucina; TSLP: linfopoyetina estromal timica; |: reduccién; 1: aumento.

Adaptado de: Rogers L et al. Biologics in severe asthma: A pragmatic approach for choosing the
right treatment for the right patient. Respir Med [Internet]. 2023.DOI: 10.1016/j.rmed.2023.107414
(60); Couillard S et al. How I do it. Choosing the right biologic for the right patient with severe asthma.
Chest [Internet]. 2024. DOI: 10.1016/j.chest.2024.08.045(66).

Aunque se han propuesto algoritmos de decisién con relacidn a estos biomarcadores,

la practica clinica exige combinar estos y otros elementos para clasificar a los pacientes en
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subgrupos con mayor probabilidad de beneficio. Esta aproximacién se resume en la Figura
13, que representa los principales perfiles combinados (alérgico, eosinofilico y eosinofilico
mixto) y su asociacion con las opciones terapéuticas disponibles. Este enfoque permite

avanzar hacia una medicina mas personalizada y eficaz (34,53).

Inflamacién T2

Biomarcadores: eosinofilia, IgE, FEyq

—| Radiologia: tapones mucosos y
atrapamiento aéreo

I l

Alérgico Eosinofilico Eosinofilico mixto

Benralizumab

_ ) Dupilumab
Omalizumab Mepolizumab
. . Tezepelumab
Dupilumab Reslizumab .
. Benralizumab
Tezepelumab Dupilumab

Mepolizumanb
Tezepelumab

Figura 13. Agrupacion de tratamientos segun el endotipo del asma.

Elaboracion propia segun practica habitual Unidad de Asma del Hospital del Mar.

1.1.5.2.3. Evaluacion de la respuesta terapéutica

La evaluacion de la respuesta al tratamiento debe realizarse entre los 4 y 6 meses
tras el inicio del mAb, aunque la reduccion sostenida de exacerbaciones se recomienda
valorar a los 12 meses (33,49,53,67).

Los biomarcadores no siempre reflejan de forma fiable la evolucion clinica. Para
evaluar de forma objetiva la respuesta al tratamiento se han propuesto diferentes escalas
(25). La escala EXACTO (68) ofrece una valoracion cualitativa basada en 4 dominios clave,
exacerbaciones, ACT, uso de GCO y FEV1; clasificando la respuesta como nula, parcial,
buena o completa (superrrespondedor) (49). Por su parte, la escala FEOS proporciona una
puntuacién cuantitativa de la evolucién clinica respecto a la situacién basal, utilizando los

mismos 4 parametros (67,69).
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Estas herramientas complementan la interpretacion de biomarcadores y permiten
una evaluacién mas individualizada de la efectividad del tratamiento. La Figura 14 resume

de forma esquematica esta aproximacion cualitativa y cuantitativa (67).

Evaluacion de la respuesta |

Valoracién cualitativa

i
I L l

No respondedores | | Respuesta parcial | | Respuesta completa

Switch Valoraciéon cuantitativa ¢ Desescalar, mantener,

suspender?

Switch o mantener

Figura 14. Evaluacion cualitativa y cuantitativa de la respuesta al mAb en AGNC.

Switch: cambio de un anticuerpo monoclonal a otro.
Elaboracion propia a partir de (67).

Se considera que hay una buena respuesta cuando se alcanza uno o mas de los
siguientes criterios (1,32):

- <1 exacerbacion en el periodo evaluado.

- Mejora de = 3 puntos en el ACT o puntuacion = 20 puntos.

- Reduccién = 50% de la dosis del GCO o supresion total.

- Incremento del FEV1 = 10% o =100 mL.

- Ausencia de hospitalizaciones o visitas a urgencias.

Se define como respuesta parcial (68):

- 22 exacerbaciones en el periodo evaluado.

- Mejora de < 3 puntos en el ACT o puntuacion < 20 puntos.

- Reduccion < 50% sin retirada del GCO.

- Increment6 del FEV4 < 10% y 2100 mL y FEV <80% predicho o <80% del mejor

historico.
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Si bien todos los mAbs disponibles cuentan con estudios pivotales que avalan su
indicacion, la ausencia de ensayos comparativos directos (head to head), limita la eleccion
basada en caracteristicas individuales del paciente. Por este motivo, los datos procedentes
de estudios de vida real (Real World Evidence, RWD) han cobrado especial relevancia, al
reflejar mayor fidelidad la efectividad en contextos clinicos. En la siguiente tabla se
resumen algunos de los principales resultados clinicos reportados en estudios de vida real
con mADbs en pacientes con AGNC (21,67):

Tabla 5. Resultados clinicos en estudios de vida real (RWD).

' Estudio | Biologico N FEVi Crisis GCO | ACT

' Registro espariol | Omalizumab | 266 230 mL 86% 84% | 88%

| REDES  Mepolizumab | 1036 210 (+460) | 77,5% 59,9% | 78,3%*
| ORBE  Benralizumab | 204 331 (+413) | 85,6% 70,5% | 73,8%
| US ADVANTAGE | Dupilumab | 2400 240 44%, 48% | 6

| PASSAGE  Tezepelumab | 208 162 (£59) | 76 % 74% | 55%

FEV+: media de mejora en ml; exacerbaciones: reducciéon y GCO: reduccion de dosis/dia; ACT: %
de pacientes con ACT (=20) / ACQ-6 (<1,5) (*> 3 puntos).

ACT: Asthma control test; FEV1: volumen espiratorio forzado; GCO: glucocorticoides orales N:
numero total de pacientes. Los resultados son al afio de tratamiento.

Elaboracion propia a partir de (63,64,70—73).

1.1.5.2.4. Motivos de fracaso o respuesta parcial

No obstante, pese a estos buenos resultados publicados, mas de la mitad de los
pacientes tratados no alcanzan una respuesta completa (67). Datos procedentes de
estudios en vida real, estiman que alrededor del 40% de los pacientes presentan una
respuesta parcial al tratamiento. Diversos factores pueden condicionar esta respuesta
subodptima (74). Segun Pérez de Llano L et al. (67), existen al menos 7 factores implicados

en esta respuesta incompleta, resumidos en la Figura 15.
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Figura 15. Principales factores implicados en una respuesta subéptima al

tratamiento con anticuerpos monoclonales en el asma grave.

Elaboracion propia a partir de (67,74,75).

A continuacion, se describen los mas relevantes, junto con otros mecanismos
propuestos por diferentes autores (67,74,75):

1. Identificacion incorrecta del endotipo o presencia de fenotipos mixtos. En algunos

pacientes, el endotipo dominante no se identifica correctamente desde el inicio, en parte
debido a las limitaciones de los biomarcadores, cuya sensibilidad y especificidad pueden
verse afectadas por la medicacion concomitante, el tabaquismo o la exposicién a
alérgenos. En este contexto, la seleccion del biolégico mas adecuado se complica,
especialmente en fenotipos mixtos, que pueden requerir un abordaje terapéutico
combinado.

2. Cambio del endotipo inflamatorio. La inflamacién en el asma no es estatica y puede

modificarse a lo largo del tiempo por factores como exposiciones ambientales persistentes,
variaciones en la evolucién clinica o incluso la accidon del propio biolégico, que puede poner
de manifiesto un fenotipo no T2 previamente enmascarado externos. Esta plasticidad
implica que un mismo paciente podria necesitar diferentes estrategias terapéuticas a lo

largo de su evolucién. Por ello, la reevaluacion periédica mediante biomarcadores vy
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parametros clinicos es esencial para seleccionar y ajustar el tratamiento biolégico mas
adecuado en cada momento (18,61,66).

3. Comorbilidades. Condiciones frecuentes como la obesidad, el reflujo

gastroesofagico, la ansiedad, la depresién, la rinosinusitis crénica con poliposis nasal
(RSCcPN) o el solapamiento con EPOC (ACQO) pueden limitar el control global de la
enfermedad y atenuar la efectividad clinica de los mAbs (67).

4. Mecanismos inmunoldgicos asociados a respuesta subdptima (emergentes). Se

han descrito fendmenos inmunolégicos que puede interferir con la efectividad de los mAbs,
aunque su relevancia clinica todavia es limitada. Entre ellos incluyen la presencia de
autoanticuerpos como los dirigidos contra la peroxidasa de eosindfilos (anti-EPX) en
esputo, el desarrollo de anticuerpos frente al propio farmaco (ADA), o la formacién de
inmunocomplejos entre IgG anti IL-5 e IL-5 enddgena, que podrian activar el complemento
y dificultar la neutralizaciéon de la citoquina, perpetuando la inflamacion (67,74). En este
sentido, Mukherjee M et al. (74) observaron que una elevada expresion de IgG anti-EPX
en las respiratorias se asociaba con una respuesta parcial a anti-IL-5, lo que sugiere un
posible componente autoinmune local como mecanismo de resistencia.

5.Exacerbaciones infecciosas. Las infecciones respiratorias constituyen una de las

principales causas de pérdida de control en pacientes tratados con biolégicos y suelen
asociarse a un patron inflamatorio neutrofilico mas que eosinofilico. Diversos estudios han
mostrado que entre el 53% y el 80% de las exacerbaciones en esta poblacién tienen un
origen infeccioso, lo que subraya la necesidad de fenotipar adecuadamente cada episodio
(67).

6. Efectos adversos. Los eventos adversos pueden confundirse con una falta de

respuesta terapéutica, aunque no impliquen un fallo en el mecanismo de accién del
bioldgico. Algunos son directos, como la fatiga o las reacciones locales y otros indirectos,
relacionados con la reduccion de GCO. En este ultimo caso, pueden aflorar enfermedades
previamente silentes como la granulomatosis eosinofilica con poliangeitis (GEPA) o la
aspergilosis broncopulmonar alérgica (ABPA), que reflejan la retirada del tratamiento previo
mas que una inefectividad del biolégico. En general, los efectos adversos son infrecuentes,
aunque en determinados casos pueden requerir la suspension del bioldgico (67,76—78).

7. Posologia inadecuada. Una dosificacion insuficiente puede dar lugar a niveles

subterapéuticos y limitar la efectividad clinica (67). Factores farmacocinéticos, de
adherencia o caracteristicas individuales del paciente, pueden condicionar una exposicion

inadecuada del biolégico en el 6rgano diana.
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Mas alla de estos 7 factores descritos por Pérez de Llano L et al. (67), deben
considerarse otros elementos como las discrepancias entre biomarcadores séricos y
tisulares, asi como el papel de multiples citoquinas implicadas en la activacion eosinofilica,
lo que podria explicar respuestas incompletas o variables al tratamiento (74). Otro factor a
tener en cuenta, es la falta de adherencia tanto al GCI como al tratamiento bioldgico (75)

Teniendo en cuenta la Figura 14, los factores que podrian alterar la respuesta existen
en otras patologias, algoritmos que profundizan en esa falta de respuesta antes de un

cambio de tratamiento por pérdida de respuesta o respuesta parcial a tratamiento bioldgico.

Perdida de respuesta o respuesta parcial

Se descarta mala adherencia —

Con margen terapéutico Sin margen terapéutico
I
| |
En rango Bajo o indetectable _
I - Escalar dosis
' ' - Switch
Con ADA Sin ADA
Switch
Escalar dosis Switch

Figura 16. Propuesta de algoritmo clinico para el manejo de pérdida de respuesta o

respuesta parcial en asma grave, basada en niveles plasmaticos y deteccion de ADA.

Switch: cambio de un anticuerpo monoclonal a otro debido a respuesta insuficiente o parcial,
optimizando la terapia biolégica en pacientes con asma grave no controlada.

ADA: anticuerpos antifarmaco
Elaboracion propia a partir de (79).

Se estima que alrededor del 10% de los pacientes con AGNC requiere cambiar de
biolégico (75). Sin embargo, los datos varian considerablemente entre estudios. Por
ejemplo, Numata T et al. (80) reportaron que el 35% de sus pacientes cambiaron de mAb
tras una media de 8 meses desde el inicio del tratamiento, siendo la falta de control clinico

el principal motivo en el 65% de los casos. En contraste, Otten J et al. (81) observaron, en
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una cohorte de pacientes asmaticos con RSCcPN, que solo el 4,7% cambiaron por falta de
control y un 0,65% por efectos adversos, con una media de 15 meses hasta el cambio.
Entre los factores previamente mencionados, la dosificacion inadecuada ha cobrado
especial interés como posible causa de falta de respuesta en determinados perfiles de
pacientes. En este sentido, Mukherjee M et al. (82) evaluaron el cambio a reslizumab
intravenoso ajustado por peso, en pacientes corticodependientes, que no habian
respondido a mepolizumab subcutdneo en dosis fija. Aunque los ensayos clinicos
originales no mostraron una clara relacién dosis-respuesta con mepolizumab, en
determinados perfiles como los corticodependientes podria ser necesaria una mayor
exposicion para lograr una eliminacion total de los eosindfilos en esputo. Estos hallazgos
cuestionan la validez de las dosis fijas en ciertos pacientes y sugieren que una dosificacion

por peso o bien un cambio a bloqueo de receptor de IL-5 podria ser mas efectivo.

1.1.6. Perspectiva actual y retos del tratamiento

Si bien en la actualidad se dispone de un amplio abanico de opciones terapéuticas,
persisten limitaciones en algunos pacientes con asma grave, lo que ha estimulado la
investigacion hacia nuevas dianas y estrategias de tratamiento (83).

Las principales dianas terapéuticas de las nuevas moléculas en investigacion se
representan en las Figura 17 y Figura 18, diferenciando entre inflamacién tipo 2 (Figura 17)
y no T2 (Figura 18).
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Figura 17. Nuevas dianas terapéuticas en la inflamacién T2.

Esquema de las principales dianas terapéuticas de las moléculas en investigacion para la
inflamacion T2. Se indican las citocinas y células efectoras implicadas

Fuente: Seluk L et al. Novel asthma treatments Advancing beyond approved novel step-up therapies
for asthma. Ann Allergy, Asthma Immunol [Internet]. 2025. DOI: 10.1016/j.anai.2024.09.016 (84).
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Figura 18. Nuevas dianas terapéuticas en la inflamacién no T2.

Esquema de las principales dianas terapéuticas de las moléculas en investigacion para la
inflamacién no T2. Se indican las citocinas y células efectoras implicadas

Fuente: Seluk L et al. Novel asthma treatments Advancing beyond approved novel step-up therapies
for asthma. Ann Allergy, Asthma Immunol [Internet]. 2025. DOI: 10.1016/j.anai.2024.09.016 (84).
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Paralelamente al desarrollo de estas nuevas moléculas, se exploran estrategias
terapéuticas innovadoras, entre ellas la optimizacion posolégica, la combinacion de
tratamientos biolégicos y en casos seleccionados, la suspensién del tratamiento una vez
alcanzada la remision (60,85,86).

La optimizacion terapéutica plantea el reto de individualizar la posologia de forma
mas precisa y segura, tanto en pacientes con respuesta parcial como en aquellos con
buena respuesta y remisién clinica. En este aspecto, se proponen 2 lineas principales de
investigacion: por un lado, el ajuste de dosis basado en la evolucion clinica vy
biomarcadores especificos; por otro, la monitorizacién de niveles séricos mediante
inmunoensayos. Aunque esta estrategia ha mostrado resultados favorables en otras areas
terapéuticas, su aplicacién en el asma grave aun carece de evidencia sélida. No obstante,
representa una via prometedora para mantener la efectividad del tratamiento, al tiempo
que se reduce la exposicion al farmaco y los costes asociados (87—89). En el apartado 3
se aborda este tema con mayor profundidad.

El solapamiento de fenotipos en el asma grave ha abierto la posibilidad de combinar
farmacos dirigidos a diferentes vias inflamatorias. La combinacién de mAbs se plantea
como otra estrategia potencial para bloquear simultdneamente distintas rutas, lo que podria
generar un efecto sinérgico y aportar beneficios clinicos y coste-efectivos en pacientes
seleccionados. Aunque esta opcidbn aun no ha sido validada en ensayos clinicos
controlados, estudios recientes y series de casos preliminares, han mostrado resultados
alentadores. Por ejemplo, la combinacion de anti IL-5 con anti IgE o anti-IL-4Ra ha sido
explorada en pequefios grupos de pacientes con fenotipo mixto, evidenciando mejorias
clinicas en algunos casos (90-92).

Por otro lado, el elevado coste de los bioldgicos ha impulsado la evaluacién de
estrategias de suspensidén en pacientes con control clinico completo. Aunque las guias
actuales recomiendan su uso continuado, algunos estudios sugieren que, en determinados
casos, podria valorarse la interrupcion del tratamiento, siempre basada en una evaluacion
integral del paciente, que incluya una baja carga inflamatoria, estabilidad funcional y control
adecuado de comorbilidades. Sin embargo, a pesar de su atractivo potencial en términos
de sostenibilidad, esta estrategia aun carece de evidencia suficiente para ser implementada
de forma generalizada en la practica clinica habitual asi como la forma 6ptima de llevarla
a cabo (16,86).

Ademas del beneficio clinico, los tratamientos bioldgicos plantean un importante

desafio en términos econdémicos y de equidad en el acceso. Su coste elevado y la
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variabilidad regional en la disponibilidad exigen estrategias que garanticen su viabilidad a
largo plazo. La posibilidad de autoadministracion de muchos de estos farmacos puede
contribuir a reducir los costes indirectos en comparacién con las terapias que requieren
administracion hospitalaria. Asimismo, la optimizacion de la dosificacion, representa un
paso hacia una medicina mas personalizada y eficiente, que favoreceria tanto a la
efectividad terapéutica como a la sostenibilidad del sistema de salud (93-95).

En conclusion, en el asma grave no existe un enfoque terapéutico unico, lo que
representa un desafio constante en la toma de decisiones clinicas. La seleccién, ajuste,
suspension o combinacion de tratamientos biolégicos debe considerarse desde una
perspectiva individualizada, basada en criterios clinicos, biolégicos y de coste- efectividad
(66,91).
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1.2. Terapias biolégicas

En 1975, Kohler y Milstein desarrollaron la técnica del hibridoma murino, capaz de
producir anticuerpos monoclonales (mAbs) especificos frente a una diana concreta. Sin
embargo, no fue hasta 1986, cuando se autorizé el primer mAb con uso terapéutico. Desde
entonces, los mAbs se han consolidado como tratamiento estandar en multiples
enfermedades (96).

Entre 2023 y 2024 se aprobaron 25 mAbs, en los mercados europeo y
estadounidense, en los primeros seis meses de 2025 ya se han autorizado 5 mas. A fecha
de julio de 2025, hay un total de 194 anticuerpos monoclonales aprobados a nivel mundial
(97).

1.2.1. Conceptos generales
1.2.1.1. Definicion y caracteristicas de las terapias biolégicas

Las terapias biolégicas son sustancias derivadas de organismos vivos, o bien,
producidas mediante biotecnologia avanzada. Entre ellas, se encuentran los anticuerpos
monoclonales (mAbs) terapéuticos, que pertenecen mayoritariamente a la clase de
inmunoglobulinas de tipo G (IgG), normalmente de subclase IgG1, también IgG2 e IgG4
(98). Una molécula de IgG tiene 4 cadenas peptidicas: 2 cadenas pesadas y 2 cadenas
ligeras, ambas unidas por puente disulfurico (99).

La estructura de los mAbs se divide en dos regiones funcionales (ver Figura 19): la
region Fab (parte variable), responsable del reconocimiento del epitopo especifico del
antigeno diana; la region Fc (parte constante), encargada de interaccionar con receptores

celulares (receptores Fc) y activar mecanismos efectores (98).
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Figura 19. Estructura de anticuerpo monoclonal (IgG1).

El antigeno se une al mAb en la regién variable, mientras la region Fc determina el modo de accion.

Fuente: Davis JD et al. Monoclonal Antibodies: From Structure to Therapeutic Application. Springer.
DOI: https://doi.org/10.1007/978-3-030-00710-2_8 (96).

Segun el modo de produccion, la composicién entre la parte murina y humana varia.
Existen 4 tipos: murinos (100% murino), quimeéricos (= 60-80% humano), humanizados (=
90-95% humano) y humanos (100% humano). Con las nuevas tecnologias, la parte murina
ha ido desapareciendo para evitar reacciones de inmunogenicidad (96,98).

Estas moléculas son proteinas de gran tamafo (aproximadamente 150 kDa), con una
elevada afinidad y especificidad por su antigeno diana. Ademas, presentan un caracter

polar, carga neta positiva y son hidrofilicas (29).

1.2.1.2. Mecanismos de accion de los mAbs

Los mAbs pueden modular de forma selectiva diversas vias de la respuesta
inmunitaria y actualmente se utilizan ampliamente en el tratamiento de enfermedades
inmunomediadas, como el asma grave no controlado (AGNC) (29,100).

En el contexto del AGNC, los principales mecanismos de accion de los mAbs son
(98):

- El'bloqueo de citoquinas o inmunoglobulinas solubles implicadas en la inflamacion

(como IgE, IL-5, TSLP).
- Lainhibicion de receptores de superficie celular como IL-5R o IL-4R.
- La citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC), mediada por células

inmunes efectoras.
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Estos diferentes mecanismos impiden la activacion de vias proinflamatorias,
reduciendo asi la inflamacion caracteristica del asma eosinofilico o alérgico (12). En la
Figura 20 se representan algunos de estos mecanismos, junto con otros descritos en

diferentes terapias bioldgicas.
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Figura 20. Mecanismos de accion de los mAbs.

Fuente: Lodge J et al. Quantifying antibody binding: techniques and therapeutic implications. mAbs.
DOI: 10.1080/19420862.2025.2459795 (101).

1.2.1.3. Posologia, farmacocinética y farmacodinamica

1.2.1.3.1. Vias de administracion y posologia

Debido a su peso molecular elevado y caracter hidrofilico, los mAbs se administran
predominantemente por via intravenosa (IV). Sin embargo, hay un aumento progresivo en
el uso de la via subcutanea (SC), que actualmente representa aproximadamente el 30%
de las administraciones. Esta ultima ofrece ventajas importantes: es menos invasiva,
permite la administracion ambulatoria e incluso la autoadministracién en algunos casos., lo
que contribuye a reducir la carga asistencial, costes sanitarios y ademas tiene impacto en
la calidad de vida del paciente (96,102).

No obstante, la via SC presenta ciertas limitaciones técnicas: la formulacién del
farmaco debe tener concentraciones inferiores a 150-200 mg/mL, el volumen de inyeccion
esta limitado a unos 2- 2,5 mL por aplicacion y la respuesta farmacodinamica puede ser

mas lenta y de menor magnitud en comparacion a la via IV (102).

58



1. INTRODUCCION| 1.2. Terapias biolégicas

Generalmente, en los ensayos clinicos se estudian 2 0 mas regimenes terapéuticos
que aseguren niveles terapéuticos éptimos en todos los pacientes. Sin embargo, diversos
estudios post-comercializacion han demostrado que el principio “one size fits all” no
siempre es la mejor opcidon como estrategia terapéutica y asi se ha evidenciado en el
campo de la enfermedad inflamatoria intestinal. Este escenario subraya la necesidad de
avanzar hacia esquemas de dosificacion individualizada, adaptados a las caracteristicas
clinicas y biolégicas de cada paciente (103).

Por otra parte, la necesidad de individualizar la dosificacion hace imprescindible
conocer el rango de concentraciones plasmaticas que se asocian con un adecuado control
clinico. No se trata solo de alcanzar una Cp objetivo, sino de que esta se ajuste al objetivo
terapéutico especifico en cada fase de la enfermedad, ya que dicho rango puede variar a
lo largo de su evolucion (103).

1.2.1.3.2. Fundamentos de farmacocinética

A diferencia de las moléculas sintéticas, los mAbs presentan una farmacocinética

(PK) y farmacodinamia (PD) complejas.

Efficacy

Dose Conc

Toxicity

Pharmacokinetics Pharmacodynamics

Figura 21. Relacién dosis-concentracién-efecto.

En el caso de los anticuerpos monoclonales, la dosis administrada se traduce en concentraciones
plasmaticas variables que condicionan la magnitud del efecto terapéutico

Fuente: Meibohm B. Pharmacokinetics and Pharmacodynamics of Peptide and Protein
Therapeutics. Pharmaceutical Biotechnology. 2013. DOI: 10.1007/978-1-4614-6486-0 (104).

Los mAbs se caracterizan por un volumen de distribucion bajo (no atraviesan
facilmente los tejidos), un aclaramiento lento (condicionado principalmente por el sistema
reticuloendotelial y los receptores neonatales para la fraccion constante Fc (FcRn)) y una

semivida prolongada, similar a la de las I1gG (28,29).
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Tabla 6. Parametros farmacocinéticos tipicos de los anticuerpos monoclonales por
via subcutanea.

‘ Parametros farmacocinéticos de los mAbs (via SC)

‘ Tmax ‘ F Vqg T1r2 CL

6-9 dias 20-95% ?F’,?:SL ! ';5)’ 20-30 dias 0,20 -0,50 L/dia

mAbs: anticuerpos monoclonales; CL: aclaramiento; F: biodisponibilidad; SC: subcutanea; Tmax:
tiempo hasta la concentracion maxima; t12: vida media; Vq4: volumen de distribucién.

Elaboracion propia a partir de (28,29,105).

Estas caracteristicas farmacocinéticas estan determinadas por un proceso de

absorcion, distribucion, metabolismo y excreciéon (ADME), que difiere sustancialmente de

las moléculas sintéticas. A continuacion, se describen las particularidades del proceso
ADME de los mAbs (28,29,106,107), ilustradas en la Figura 24:

Absorcidon: los mAbs presentan alta polaridad, baja lipofilia y elevado peso
molecular, lo que limita su absorcion directa al torrente sanguineo tras la
administracion subcutanea. En su lugar, acceden al sistema linfatico desde el
espacio intersticial mediante dos mecanismos principales: conveccién, impulsada
por gradientes de presion hidrostatica y oncética, y transcitosis mediada por el
receptor FcRn. En este ultimo, la union al FcRn protege al mAb de la degradacion
lisosomal en endosomas acidos, permitiendo su liberacién al espacio extracelular
en condiciones neutras. A través de los vasos linfaticos, los mAbs alcanzan
lentamente el conducto toracico vy, finalmente, la circulacion sistémica, proceso

que puede durar desde varias horas hasta varios dias.

Distribuciéon: una vez en circulacion, la distribucion de los mAbs esta limitada

principalmente a los compartimentos plasmaticos e intersticiales, y su penetracion
tisular es generalmente baja, debido en gran parte por su elevado tamafio
molecular. El paso reversible desde el compartimento vascular hacia los tejidos
puede producirse también, mediante mecanismos de conveccién y transcitosis
mediada por el receptor FcRn. En este caso su interaccion con el FcRn facilita la
redistribucion desde los tejidos hacia el plasma y prolonga la vida media,

manteniendo concentraciones terapéuticas sostenidas en circulacion.
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Figura 22. Mecanismos de absorcion y distribucién de los mAbs.

Esquema de la absorcién subcutanea de los anticuerpos monoclonales mediante conveccion y
transcitosis mediada por FcRn, y su posterior distribucion a tejidos a través del sistema linfatico y la
circulacioén sistémica.

Fuente: Meibohm B. Pharmacokinetics and Pharmacodynamics of Peptide and Protein
Therapeutics. Pharmaceutical Biotechnology. 2013. DOI: 10.1007/978-1-4614-6486-0 (104).

- Metabolismo y excrecion: el aclaramiento de los mAbs puede dividirse en 2

componentes:

= Aclaramiento especifico: mediado por la interaccion del mAb con su diana
terapéutica. Las caracteristicas de la diana (soluble 0 de membrana, nivel de
expresion, regulacion, etc), influyen directamente en el perfil PK, pudiendo dar
lugar a una cinética lineal o no lineal. Por ejemplo, una cinética lineal suele
observarse en presencia de bajos niveles de antigeno soluble, o cuando se
administran dosis elevadas de mAbs capaces de saturar el receptor.

= Aclaramiento no especifico: consiste en la fagocitosis del mAb por células del
sistema reticuloendotelial (macréfagos, monocitos o células endoteliales),
seguido de su degradacién por vias catabdlicas hasta aminoacidos. Este
proceso se ve modulado por la unién del fragmento Fc del mAb al receptor
FcRn, que permite su reciclaje intracelular y retrasa la degradacion,
contribuyendo asi a su larga semivida (108). Cuanto mayor sea el grado de
humanizacion del mAb, mayor sera su afinidad por FcRn y por tanto, su vida
media.
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Figura 23. Papel del receptor FcRn en el proceso ADME de los mAbs.

Fuente: Baldwin WM et al. The neonatal Fc receptor: Key to homeostasic control of IgG and IgG-
related biopharmaceuticals. Am J Transplant [Internet]. 2019. DOI: 10.1111/ajt.15366 (108).
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Figura 24. Caracteristicas del proceso ADME de los anticuerpos monoclonales en

adultos y poblacion pediatrica.

Representacion esquematica de la absorcion (SC/IM/IV y captacién linfatica), distribucion
convectiva/extravasacion al espacio intersticial, mecanismos de eliminaciéon (catabolismo
inespecifico, reciclado por FcRn, eliminacion mediada por el blanco y formacién de anticuerpos anti-
farmaco) y su relacioén con la respuesta farmacodinamica de anticuerpos monoclonales.

Fuente: Temrikar ZH et al. Pharmacokinetics and Clinical Pharmacology of Monoclonal Antibodies in
Pediatric Patients. Pediatr Drugs. 2020. DOI: 10.1007/s40272-020-00382-7(109).
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Figura 25. Esquema conceptual de procesos farmacocinéticos y farmacodinamicos.

Representacion del equilibrio dindamico entre absorcion, distribucion y eliminacion, y su impacto en
los efectos farmacocinéticos y farmacodinamicos.

Fuente: Meibohm B. Pharmacokinetics and Pharmacodynamics of Peptide and Protein
Therapeutics. Pharmaceutical Biotechnology. 2013. DOI: 10.1007/978-1-4614-6486-0 (104).

Cabe destacar que la eliminacion de los mAbs puede variar segun la concentracion
en sangre, y en algunos casos, también cambia con el tiempo o con la dosis administrada.
Estos comportamientos reflejan que la forma en que el farmaco se distribuye y se elimina
del organismo no es constante, lo que puede provocar fluctuaciones en los niveles
plasmaticos debido a diferentes factores: acumulacion del farmaco, saturacién de
receptores o modificacion en la expresion de la diana terapéutica (110). En la siguiente
tabla se sintetizan los principales factores que pueden modificar el proceso ADME de los
mADs:
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Tabla 7. Factores que afectan al proceso ADME.

Proceso ADME Factores

Catabolismo pre-sistemico:

Peptidasas solubles

Degradacion lisosomal

Fagocitosis por células inmunes
Catabolismo sistémico (vasos linfaticos y
sanguineos)

Anticuerpos frente mAbs

Velocidad flujo linfatico

Absorcidn

Tamafo molecular y carga/polaridad
Endotelio vascular (poros, permeabilidad)
Velocidad flujo

Diana terapéutica: afinidad, expresion y
recambio

Receptor FcRn

Distribucion

Carga positiva

Receptor FcRn (saturacion)
Metabolismo y eliminacién Diana terapéutica (afinidad)
Dosis de mAbs

Complejos mAbs-ADA

Factores intrinsecos del paciente

Epitelio de la piel
Absorcion Lugar de admnistracion
Genética

IMC

Edad y etnia

Infeccion

Gravedad de la enfermedad

IMC
Metabolismo y eliminacion Polimorfismo genético
Farmacos concomitantes

Distribucion

mAbs: anticuerpo monoclonal; ADA: anticuerpo frente a farmaco; IMC: indice masa corporal.
Elaboracion propia a partir de (28,29,107).

El perfil farmacocinético de los mAbs se ha descrito en numerosos estudios mediante
un modelo lineal bicompartimental, caracterizado por un aclaramiento inicial rapido,
seguido de una distribucion baja y una eliminacion lenta, ambos procesos generalmente
se ajustan a una cinética de orden 1 (proporcional a la concentracion). No obstante, cuando
se alcanza la saturacién de la diana terapéutica, el comportamiento puede volverse no
lineal, ajustandose mejor a una cinética de tipo Michaelis-Menten, mas propia de procesos

enzimaticos o saturables (29,107).
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Figura 26. Perfil farmacocinético representativo de anticuerpos monoclonales.

A. Graficas que muestran absorcion y eliminacion del anticuerpo monoclonal (mAb) en sangre.

B. Graficas que muestran como se comporta el mAb en sangre tras su administracion, una vez en
circulacién, ilustrando su distribucién y eliminacion, sin incluir la absorcién subcutanea.

Fuente: Kamath AV. Translational pharmacokinetics and pharmacodynamics of monoclonal
antibodies. Drug Discovery Today: Technologies. 2016. DOI: 10.1016/j.ddtec.2016.09.004 (28).;
Davis JD et al. Monoclonal Antibodies: From Structure to Therapeutic Application. Springer. DOI:
https://doi.org/10.1007/978-3-030-00710-2_8 (96).

1.2.1.3.3. Fundamentos de farmacodinamica

Tras revisar los mecanismos de absorcién, distribucion, metabolismo y eliminacion
que determinan la concentracion del farmaco en el organismo, resulta clave considerar el
siguiente paso: como estas concentraciones se traducen en una respuesta clinica, es decir,
los fundamentos de farmacodinamica (PD) (106).

Como se ha mencionado, el proceso PK de los mAbs puede generar variabilidad en
la concentracion del farmaco en el sitio de accion (la diana terapéutica). No obstante, para
comprender la interaccién concentracion-diana es necesario tener en cuenta también
aspectos propios de la biologia de esta diana, como su saturacién, expresion, accesibilidad
o recambio. Solo integrando los conocimientos PK'y PD es posible establecer una relacion
concentracion-respuesta (PK/PD) fiable (28).

En muchos anticuerpos monoclonales, el efecto terapéutico aumenta con la
concentracion del farmaco hasta alcanzar un nivel maximo a partir del cual ya no se
observan mas beneficios (meseta). La cantidad necesaria para alcanzar la mitad de ese
efecto maximo (ECso), permite estimar qué niveles minimos pueden ser necesarios para
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que el tratamiento sea eficaz. Este valor puede variar entre pacientes segun la cantidad de
diana disponible, su renovacion o la respuesta del organismo, lo que refuerza la necesidad
de adaptar la dosis de forma individual (28,101).

Tanto la variabilidad PK como las diferencias en la relacion PK/PD, contribuyen a la
heterogeneidad en la respuesta clinica observada en la practica. Esto justifica la posibilidad
de establecer concentraciones objetivo-individualizadas, que varien segun los pacientes y
el momento evolutivo de la enfermedad. De este modo, ajustar la dosis en funcion de la
concentracién plasmatica podria mejorar la efectividad y seguridad de los mAbs (107).

En general, la determinacion de la dosis de un mAb no se basa unicamente en la
relacion PK/PD, sino que también depende de otros factores relevantes, como la potencia
biolégica del farmaco, su mecanismo de accion, el perfil de seguridad y la estimacién de la
ocupacion de la diana en funcion de la concentracion mediante modelos PD. La integracion
de todos estos elementos permite establecer una dosis efectiva y segura (111).

De forma complementaria, antes del inicio de los ensayos clinicos en humanos, se
recomienda identificar la concentracion minima necesaria para inducir un efecto biolégico,
conocida como Anticipated Biological Effect Level (ABEL). Este concepto puede servir
como punto de referencia cuando aun no se ha definido con precisidon una relacion

concentracion—respuesta (111).

1.2.1.4. Seguridad y efectos adversos

El abanico de efectos adversos varia en funcion del mecanismo de accién del mAb.
Se pueden dividir las reacciones adversas como inmunoldgicas, incluyendo
sobreestimulacion del sistema inmune, hipersensibilidad, desequilibrio en las citoquinas
que den lugar a inmunodeficiencias o reacciones de autoinmunidad y reactividad cruzada.
La inmunosupresion, puede aumentar la probabilidad de infecciones o la aparicion de
neoplasias. Por otro lado, existen otras reacciones adversas no ligadas directamente a la
inmunidad como, la leucoencefalopatia multifocal progresiva, la reactivacion de
tuberculosis, alteraciones pro-trombéticas, malignidad o cardiotoxicidad (112).

En enfermedades como la inflamatoria intestinal (Ell), el tratamiento con biolégicos
puede inducir reacciones paradodjicas en alrededor del 5% de los pacientes. Estas
reacciones se producen por la interaccidon del biolégico con multiples vias inmunoldgicas,
lo que puede llevar a la exacerbacion o el inicio de enfermedades inflamatorias no
infecciosas, que en condiciones normales, serian controladas por el farmaco. Las
manifestaciones mas frecuentes incluyen, psoriasis pustular palmoplantar, psoriasis

cutanea, artritis psoriasica e hidradenitis (113,114).
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Los pacientes con AGNC en tratamiento con mAbs suelen presentar una buena
tolerancia, estos farmacos se consideran en general, tratamientos seguros. Sin embargo,
se requieren estudios a largo plazo para descartar la aparicion de efectos adversos no
observados en los ensayos clinicos, donde los mas frecuentes fueron nasofaringitis,
cefalea, astenia y reacciones de hipersensibilidad (115). Cabe destacar que, aunque poco
frecuentes, se han descrito reacciones de hipersensibilidad graves, incluida la anafilaxia,
especialmente en pacientes con antecedentes alérgicos (116), lo que justifica una vigilancia
clinica estrecha, sobre todo durante las primeras administraciones (117).

Uno de los principales riesgos asociados al uso de mAbs es su potencial
inmunogénico, es decir, la capacidad de inducir la formacién de anticuerpos anti-farmaco
(ADA). La aparicién de ADA puede reducir la efectividad del tratamiento y aumentar el
riesgo de efectos adversos (EEAA). La inmunogenicidad depende de multiples factores,
como las caracteristicas estructurales del propio mAb (origen, grado de humanizacién), la
naturaleza de la diana terapéutica, el uso concomitante de inmunosupresores y el régimen
posolégico (dosis mas altas y administracion mas frecuente suelen asociarse a menor
incidencia de ADA). Como consecuencia, la frecuencia de aparicién de ADA varia entre los
distintos mAbs. Los ADA pueden clasificarse en dos grandes grupos: neutralizantes, que
bloquean la uniéon del mAb a su diana y reducen su efecto terapéutico; y no neutralizantes,
que, aunque no impiden dicha interaccién, pueden alterar significativamente la relacion
PK/PD del farmaco. La formacion de complejos inmunolégicos (ADA-farmaco) puede tener
implicaciones clinicas relevantes, como el aumento del aclaramiento del mAb, la reduccion
de la exposicidon, una menor efectividad clinica, asi como un mayor riesgo de reacciones
de infusidn, infecciones o toxicidad hepatica (118).

Segun un reciente metaanalisis, la formacién de ADA es infrecuente en pacientes con
asma tratados con mAbs, con una incidencia global inferior al 3% de estos (119). En los
estudios analizados se observé que la via de administracion subcutanea y los intervalos de
dosificacidon mas prolongados se asociaban con una incidencia ligeramente mayor de ADA
y que la frecuencia de desarrollo de anticuerpos podia variar segun el tipo de biolégico

utilizado.
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Tabla 8. Incidencia de ADA y NAbs en biolégicos para asma.

Bioloaico Incidencia | Incidencia Efecto del intervalo de | Repercusion clinica
9 ADA (%) NAbs (%) dosificacion observada
Omalizumab 0.00 0.00 No evaluado, no es Ninguna
relevante
Mepolizumab 3.63 <1 No diferencia entre Ninguna
esquemas
Reslizumab 4.39 <1 IV, sin diferencias Ninguna
Dupilumab 7.61 ~1-2 No diferencia entre Ninguna
esquemas
Tezepelumab 1.12 <1 No diferencia entre Ninguna
esquemas
. Mayor con c¢/8s vs c/4s | No repercusion clinica
Benralizumab 8.35 712 (8.17% vs 5.81%) consistente

ADA: anticuerpo anti antifarmaco; c/: cada; NAbs: anticuerpos neutralizantes; s:semanas.

Fuente: Chen ML et al. Incidence of Anti-Drug Antibodies to Monoclonal Antibodies in Asthma: A
Systematic Review and Meta-Analysis. J Allergy Clin  Immunol Pract. 2023. DOI:
10.1016/j.jaip.2022.12.046 (119).

1.2.2. Omalizumab

Omalizumab es un anticuerpo monoclonal humanizado de clase IgG1, con un peso
molecular aproximado de 149 kDa (120).

Su mecanismo de accion principal consiste en unirse de forma reversible y especifica
al dominio Ce3 de la parte Fc de la IgE libre con una estequiometria IgE total:omalizumab
total de 1:2, 1:1, 3:3 o 2:1 dependiendo de la ratio. Esta unién dara lugar a un cambio
alostérico en la estructura de la IgE impidiendo de este modo su interaccion con el receptor
de alta afinidad FcRel, localizado en la membrana de mastocitos y basdfilos (121). Esta
inhibicién bloquea la activacion de estas células y previene su desgranulacion, reduciendo
asi la liberaciéon de mediadores proinflamatorios implicados en la cascada alérgica. Como
consecuencia, disminuye la fraccion libre de IgE circulante, aunque aumenta los niveles de
IgE total casi 5 veces, debido a la estabilidad del complejo IgE-omalizumab.
Adicionalmente, omalizumab modula la expresion de FceRI en células efectoras como
basdfilos, mastocitos y eosindfilos, ya que el receptor se internaliza como respuesta a bajos
niveles de IgE (122). De este modo se disminuye progresivamente su densidad y la
respuesta frente a alérgenos. Ademas, omalizumab contribuye a la reduccién progresiva
de la ocupacion de los receptores FceRI al captar las moléculas de IgE, que de forma
natural, se van liberando de estos receptores, evitando asi su nueva unién. Es importante

diferenciar este fendmeno de los datos experimentales obtenidos in vitro, en los que, a

68



1. INTRODUCCION| 1.2. Terapias biolégicas

concentraciones muy superiores a las alcanzadas con las dosis terapéuticas habituales,
omalizumab podria inducir la disociacion activa del complejo IgE- FceRI mediante
mecanismos alostéricos, si bien la evidencia clinica de este hallazgo no ha sido demostrada
(18,54,123-125).

También se ha demostrado que omalizumab puede unirse al complejo IgE-BCR
presente en la membrana de los linfocitos B de memoria, lo que podria inducir apoptosis o
anergia en estas células y en consecuencia, reducir la produccion de nuevas IgE (123).
Ademas, se ha descrito una disminucion de la expresion de IL-4Ra en linfocitos B, asociada
a la reduccién de la poblacion de linfocitos B IgE+ o a inducirlos a anergia, lo que produce
una disminucion de niveles de ARNm de IL-4Ra y limita aun mas la diferenciacion hacia
células productoras de IgE (18,126).

Otros mecanismos de accion mencionados en la bibliografia incluyen el aumento de
los niveles de interferon-a, lo que favoreceria una mejor respuesta antiviral y reduciria el
riesgo de exacerbaciones virales en pacientes con asma alérgico. Asimismo, se ha
planteado que omalizumab podria ejercer un efecto beneficioso indirecto sobre el
remodelado de la via aérea en fases avanzadas de la inflamacion alérgica (18).

Enla Figura 27, se ilustran de forma esquematica los distintos mecanismos de accion

descritos para omalizumab.
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Figura 27. Mecanismos de acciéon del omalizumab.

Fuente: OkayamaY et al. Roles of omalizumab in various allergic diseases. Allergology International.
Elsevier B.V. 2020. DOI: 10.1016/j.alit.2020.01.004 (123).
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Las caracteristicas PK de omalizumab se resumen en la Tabla 9:

Tabla 9. Parametros farmacocinéticos de omalizumab.

‘ Parametros farmacocinéticos del omalizumab (via SC)
‘ F Tmax ‘ Crmax ‘ Vdg T2 CL
| 62% 7-8 dias | 10-60 pg/mL* | = plasma 26 dias | 2,4 ml/kg/dia

CL: aclaramiento; Cmax: concentracion maxima; F: biodisponibilidad; T+.2: tiempo de semivida; Tmax:
tiempo maximo; Va: volumen de distribucion * rango dosis 75-375 mg.

Elaboracion propia a partir de: (29,106,107,124,127,128).

Omalizumab sigue un modelo PK bicompartimental con una cinética no lineal y un
perfil concentracion-tiempo caracteristico. EI complejo omalizumab- IgE se elimina mas
rapidamente que el omalizumab libre, pero mas lentamente que la IgE libre, o que sugiere
una posible implicacién del receptor FcRn en su proteccion y reciclaje. La eliminacion de
omalizumab se produce principalmente mediante su interaccion con receptores Fcy
presentes en células sinusoidales hepaticas y otras células endoteliales del sistema
reticuloendotelial (124,129).

Tras la administracion de dosis multiples, el area bajo la curva puede aumentar hasta
aproximadamente 14 veces en comparacion con la obtenida tras la primera dosis,
reflejando la acumulacion y saturacion progresiva de las vias de eliminacion (29).

La respuesta clinica suele alcanzarse entre las 12 y 16 semanas desde el inicio del
tratamiento, una vez que los niveles de IgE libre disminuyen a valores < 50 ng/mL,
considerandose un rango éptimo previo a la dosis entre 12-21 ng/mL (124,129,130).

Para lograr una supresion eficaz y sostenida de la IgE libre, los niveles séricos de
omalizumab deben mantener una proporcién aproximada de 15:1 respecto a la IgE libre,
alcanzandose esta relacion en torno al primer afo de tratamiento (130,131).

En la literatura se han descrito diferentes rangos de concentraciones plasmaticas de
omalizumab, en funcion de la dosis administrada y la IgE basal del paciente. Kroes JA et
al. (130) reportaron una Cp valle media de 50 ug/mL, con un rango entre 9 y 100 pg/mL.
Por su parte, Guo G et al. (132), mediante un modelo PK fisiolégico, compararon la Cmax
predicha con las observada en diferentes estudios: para una dosis de 150 mg, la Cnax
observada fue de aproximadamente 21 pg/mL, y para 300 mg se situ6 entre 40 y 80 pg/mL.

Omalizumab esta indicado como tratamiento adicional a GCI a dosis altas y LABA en
pacientes con AGNC de fenotipo alérgico, que presentan sensibilizacién documentada a

alérgenos perennes (1).
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En adultos y adolescentes mayores de 12 anos, la indicacién se restringe a aquellos
con niveles séricos de IgE comprendidos entre 30 y 1500 Ul/mL, mientras que en nifos de
6 a 12 afios el rango valido se situa entre 30 y 1300 Ul/ml (53).

La dosis inicial se establece en funcién de dos parametros principales: el nivel basal
de IgE y el peso corporal del paciente, conforme a la tabla incluida en la ficha técnica del
farmaco (ver 10.3. Anexo 3). La administracion se realiza por via subcutanea cada 2 o 4
semanas, segun la dosis calculada (54). Actualmente, el tratamiento se concibe como
cronico y no se contemplan recomendaciones oficiales para modificar la dosis a lo largo
del tiempo. No obstante, estudios como el de Lowe PJ et al. (128) determinaron que, se
alcanzaban Cp similares tanto si se administraba 300 mg/ 2 semanas como 600 mg/ 4
semanas.

El tratamiento con omalizumab ha demostrado ser eficaz en multiples estudios en
pacientes con AGNC, evidenciando reducciones significativas en exacerbaciones,
hospitalizaciones y uso de corticoides orales. En el estudio pivotal INNOVATE (133) se
observd una disminucion del 50% en las exacerbaciones graves tras 28 semanas
tratamiento. Estos resultados han sido confirmados en estudios de vida real. Pelaia C et al.
(134) observaron que unicamente un 10% de los pacientes presenté exacerbaciones
durante el seguimiento, con puntuaciones de ACT superiores a 20 y un incremento medio
del FEV1 de 300 mL afio de iniciar omalizumab. Aunque factores como la carga alérgica
basal, los niveles de IgE, la eosincfilia o la presencia de comorbilidades pueden influir en
la respuesta, diferentes estudios como STELLAIR (135) o PROSPERO (136), han

mostrado beneficios clinicos mantenidos en subgrupos con diferentes perfiles.

1.2.3. Benralizumab

Benralizumab es un anticuerpo monoclonal humanizado y afucosilado de tipo IgG1,
con un peso molecular de 47,69 kDa (137).

Su mecanismo de accion es dual. Por un lado, la regién Fab se une con alta afinidad
e independientemente de la IL-5 a la subunidad a del receptor de IL-5 (IL-5Ra), expresado
en eosindfilos, basdfilos e ILC2, bloqueando asi la sefalizacion mediada por IL-5 al impedir
la formacién del complejo IL-5/IL-5Ra/Bc. Por otro lado, la region Fc, interactia con alta
afinidad con el receptor FcyRllla presente en células NK, neutrdfilos y macréfagos,
desencadenando un mecanismo de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
(ADCC), que provoca una deplecion rapida y practicamente completa de eosindfilos y

basofilos en sangre periférica (51,53,138,139).
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Las caracteristicas PK de benralizumab se resumen en la Tabla 10:

Tabla 10. Parametros farmacocinéticos de benralizumab.

‘ Parametros farmacocinéticos del benralizumab (via SC)
‘ F ‘ Tmax Crmax V4 T2 CL
| 52,6% ' 4-7 dias 82 pg/mL* ~ plasma 16 dias 4 mikg/dia

CL: aclaramiento; Cmax: concentracion maxima; F: biodisponibildad; SC: subcutanea; T1.2: tiempo de
semivida; Tmax: tiempo maximo; Vq4: volumen de distribucion *En administracion V.

Elaboracion propia a partir de: (29,127,138).

Benralizumab sigue un modelo PK bicompartimental, con cinética lineal tanto en la
fase de absorcién como en la de eliminacion, lo que implica que la exposicion al farmaco
es proporcional a la dosis administrada. Los estudios iniciales demostraron que, tanto por
via IV como SC, las Cp aumentaban de forma proporcional al incremento de la dosis. En
los ensayos pivotales, se observé una rapida reduccién del numero de eosindfilos a partir
de las primeras 24 horas tras la administracién, con un efecto sostenido durante al menos
3 meses, e incluso hasta 5 meses en algunos casos (138).

En un analisis PK/PD desarrollado por Wang B et al. (139), se estimé que una Cp de
aproximadamente 82,7 ng/mL era necesaria para lograr una reduccion del 50 % en el
recuento de eosinodfilos. Los autores también observaron que, en condiciones de exceso
de benralizumab, la eliminacién de eosindfilos era extremadamente rapida, con un tiempo
medio de residencia (tiempo promedio que una célula diana, en este caso los eosindfilos,
permanece en el organismo), de tan solo 1,28 horas. Asimismo, describieron una mayor
variabilidad y complejidad en la absorcion de la via SC, inherente a esta forma de
administracion, en comparacién con la IV.

A pesar de que, benralizumab en un mAb de unién a receptor de membrana por lo
que cabria esperar una PK no lineal, mantiene un perfil farmacocinético lineal en todo el
rango de dosis estudiado. Esta linealidad se atribuye a la rapida eliminacion de su diana
terapéutica (los eosindfilos), o que evitar la aparicion de fendmenos de eliminacion
saturable mediada por la diana (TMDD, target-mediated drug disposition). Su eliminacion
ocurre fundamentalmente por catabolismo intracelular, a través del sistema
reticuloendotelial (139).

Estudios de simulacion han descrito que benralizumab alcanza un pseudo-estado
estacionario inicial con concentraciones de aproximadamente 2 ug/mL tras la tercera o
cuarta administracion. El estado estacionario definitivo ocurre entre la quinta y sexta dosis,

con valores medios alrededor de 1 pyg/mL suficientes para alcanzar una EC90% (efecto
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farmacoldgico del 90%). Este comportamiento se explica porque, en las fases iniciales, la
presencia de eosindfilos favorece una eliminacién adicional de benralizumab, al actuar
como diana celular del anticuerpo. Estos son rapidamente depletados, y una vez
desaparecida su diana, la eliminacién del farmaco se estabiliza, permitiendo que las
concentraciones plasmaticas alcancen su equilibrio definitivo. De forma complementaria,
se ha estimado una ECso cercana a 103 ng/mL para la reduccién de exacerbaciones (140).

Estas observaciones apoyan la recomendacion de mantener el tratamiento durante
al menos seis meses antes de considerar su falta de efectividad (141). Por otra parte, en
caso de suspender benralizumab, los eosindfilos reaparecen aproximadamente a los 3-4
meses y suelen regresar a niveles normales entre los 6 y 12 meses (142).

A su vez, aunque tedricamente el aumento de intervalo de administracion,
establecido tras las tres primeras dosis, podria aumentar el riesgo de inmunogenicidad, los
datos a largo plazo indican que la presencia de ADAs detectados en un 5-6% de los
pacientes, no tiene un impacto clinicamente relevante ni sobre la efectividad ni sobre la
seguridad del tratamiento (141).

Benralizumab esta indicado como tratamiento adicional a GCI a dosis altas y LABA
en pacientes con AGNC de fenotipo eosinofilico (1).

En nuestro ambito, su uso se restringe a adultos con AGNC con un recuento de
eosindfilos = 500 células/uL, o bien con cifras inferiores si han presentado al menos 2
exacerbaciones graves en el ultimo afio que hayan requerido el uso de = 2 ciclos de GCO
0 GCS, o una exacerbacion grave que haya motivado ingreso hospitalario (143).

El régimen terapéutico es fijo y homogéneo para todos los pacientes: consiste en 3
dosis administradas por via SC con una periodicidad de 4 semanas, seguidas de dosis
cada 8 semanas, en pacientes mayores de 18 afos (55).

Benralizumab ha demostrado mejoras significativas en FEV4, control sintomatico,

reduccion de exacerbaciones (144) y reduccion de GCO en pacientes con AGNC (145).

1.2.4. Mepolizumab

Mepolizumab es un anticuerpo monoclonal humanizado de tipo IgG1, con un peso
molecular de aproximadamente 149,2 kDa (146).

Su mecanismo de accion consiste en su unidn especifica y con alta afinidad a la IL-
5, lo que impide su interaccion con el receptor IL-5 presente en la superficie de eosindfilos
y otras células inflamatorias. Como consecuencia, la neutralizacion de IL-5 inhibe la
activacion, proliferacion, maduracién y supervivencia de eosindfilos, interrumpiendo asi

una cascada inflamatoria caracteristicamente eosinofilica, aunque también relacionada con
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mastocitos y basdfilos (147,148). A diferencia de benralizumab, que ha demostrado una
deplecion de mas del 90% eosindfilos séricos en las primeras 24-48h (142), mepolizumab,
al no activar mecanismos de ADCC, tiene una accion puramente neutralizante, lo que
conlleva una reduccion de eosindéfilos mas gradual, 50-70% en las 4-12 primeras semanas
(149,150).

Las caracteristicas PK de mepolizumab se resumen en la Tabla 11:

Tabla 11. Parametros farmacocinéticos de mepolizumab.

‘ Parametros farmacocinéticos del mepolizumab (via SC)
F | Trnax Cmex'2 Ve Tz cL
| 75% ' 3-4 dias 13,6 pg/mL*1 3,6L 20 dias 0,28 L/dia

CL: aclaramiento; Cmax: concentracion maxima; F: biodisponibildad; T1.2: tiempo de semivida; Tmax:
tiempo maximo; Va: volumen de distribucion. *' Via SC; *?: calculado para dosis de 250 mg (SC).

Elaboracion propia a partir de: (29,151).

Mepolizumab sigue un modelo PK bicompartimental con comportamiento lineal tanto
en la fase de absorcion como en la de eliminacién tras la administracion SC (152). En los
ensayos clinicos, se ha demostrado una relacion dosis-exposicidon proporcional, con
incrementos proporcionales en la Cmax ¥ €l AUC tras la administracion IV en un rango de
dosis entre 10 y 750 mg (153).

En un estudio con tres administraciones IV de mepolizumab (250 o 750 mg cada 4
semanas), las concentraciones valle medias a la semana 12 fueron de 22,2 ng/mL y 51,2
ng/mL respectivamente, lo que confirma la cinética lineal del farmaco (154). La ECs
estimada fue de 0,45 ug/mL (155,156).

En estudios con administracion SC, se observdé una acumulacién significativa en
estado estacionario. Tras 3 dosis (semana 16), la Cnax fue un 80% superior a la obtenida
tras una unica administracion (32,2 pg/mL frente a 17,7 yg/mL), lo que representa una
duplicacion aproximada de la exposicion sistémica. A pesar de esta acumulacion, los
parametros farmacocinéticos como tmax, t12y Cp fueron consistentes entre dosis unica y
multiples, lo que indica una cinética independiente del tiempo (155).

Desde el punto de vista farmacodinamico, se ha descrito una relacion dosis y tiempo
dependiente entre la administracion de mepolizumab y la reduccién de eosindéfilos en
sangre periférica. Tras la suspension del tratamiento después de tres dosis, los niveles de
eosindfilos comenzaron a incrementarse progresivamente entre las semanas 2 y 4
posteriores a la ultima administracién, alcanzando los niveles basales alrededor de la
semana 12 (152).
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En cuanto a la inmunogenicidad, la incidencia de ADA fue de aproximadamente un
3,6 %, sin evidencias claras de impacto negativo sobre la eficacia o tolerabilidad del
tratamiento (119).

Mepolizumab esta restringido en pacientes con AGNC con eosinofilia = 500
células/uL, o en caso de valores inferiores, con al menos 2 exacerbaciones graves en el
ultimo ano (1,157).

El régimen terapéutico es uniforme para pacientes mayores de 12 afios, con una
dosis de 100 mg/4 semanas por via SC. En nifios de 6 a 11 afos, la dosis recomendada
se ajusta a 40 mg/4 semanas (56).

Mepolizumab ha demostrado mejorar la funcién pulmonar, las exacerbaciones y la
calidad de vida (150), asi como la necesidad de GCO en pacientes con AGNC (158).
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1.3. Optimizacion de las terapias biolégicas

1.3.1. Fundamentos de la optimizacién de la posologia de mAbs
1.3.1.1. ;Por qué optimizar?

El uso de mAbs ha crecido exponencialmente en las ultimas décadas, transformando
el abordaje de enfermedades que previamente carecian de opciones eficaces. La
respuesta terapéutica a estos farmacos depende de multiples factores relacionados con el
propio mAb y con el paciente, incluyendo caracteristicas PK/PD, asi como variables clinicas
e inflamatorias. Esta complejidad refuerza la necesidad de un enfoque individualizado, que
optimice la efectividad y la seguridad del tratamiento y garantice un uso racional de los
recursos (103,159-161).

En la practica clinica, los mAbs se administran habitualmente en dosis fijas o
ajustadas al peso corporal. Si bien esta ultima estrategia puede reducir la variabilidad PK
entre individuos, su impacto sobre la variabilidad PD es limitado. De hecho, la variabilidad
PK de los mAbs suele ser moderada (30-50%), mientras que la PD muestra una mayor
dispersién entre pacientes Por tanto, reducir la variabilidad PK no necesariamente se
traduce en una mejora directa de los resultados clinicos obtenidos con estos tratamientos
(161-163).

En algunos casos, pacientes con concentraciones séricas bajas mantienen buena
respuesta, mientras que otros no responden pese a presentar niveles adecuados. No
obstante, en determinados contextos, la evaluacion de niveles séricos puede aportar
informacion adicional si se combina con datos clinicos y biomarcadores, como parte de un
enfoque mas individualizado (89,103,162).

Un ejemplo es el estudio de Spekhorst LS et al. (164), que demostré que, a pesar de
la reduccion de los niveles de dupilumab tras la reduccion de la frecuencia de
administracion, la efectividad clinica se mantenia. Este hallazgo se atribuyd a 3 posibles
mecanismos: una saturacion persistente del receptor IL-4 por niveles elevados del farmaco;
una elevada disponibilidad del receptor diana; y una existencia de un umbral de efectividad,
mas alla del cual un aumento de concentracién no mejora los resultados, pero si podria
aumentar costes o el riesgo de efectos adversos. Todo ello pone de relieve tres conceptos
clave en la optimizacién de dosis: Cp, niveles diana terapéutica y umbral de efectividad, los
cuales permiten plantear estrategias de individualizacidon sin comprometer el beneficio
clinico.

Los regimenes de dosificacién de un nuevo farmaco se establecen a partir de
ensayos pivotales los cuales evaliuan seguridad y eficacia. Posteriormente, mediante
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analisis PK/PD, se elige la dosis adecuada. Sin embargo, cuando un farmaco obtiene
nuevas indicaciones, se realizan nuevos estudios con diferentes dosis para evaluar su
efectividad en dicha enfermedad, de hecho, no siempre se mantiene la misma posologia.
Por ejemplo, mepolizumab se administra a una dosis de 100 mg cada 4 semanas para
AGNC, mientras que para la granulomatosis eosinofilica poliangitis (GEPA) la dosis se
incrementa a 300 mg cada 4 semanas, en funcion de la mayor afectacion sistémica e
inflamacioén eosinofilica. En el caso de dupilumab, la pauta de 300 mg cada 2 semanas
para la rinosinusitis crénica con poliposis nasal (RSCcPN) se definié a partir de los
resultados observados en pacientes con AGNC y comorbilidad nasal. Estos y otros
ejemplos refuerzan la importancia de adaptar el régimen posoldgico en funcién de la carga

inflamatoria, el 6rgano diana y la indicacion clinica especifica (165).

Concentracion de /
mAb

Expresion diana Actividad de la
terapéutica enfermedad CONTROL

W

Figura 28. Efecto de concentracion plasmatica en la actividad de la enfermedad y
diana terapéutica.

Naranja: concentraciones subterapéuticas y verde: concentraciones éptimas.

Elaboracion propia a partir de (159).

La estrategia de dosificacion mas eficaz es aquella que minimiza la variabilidad
interindividual en la relacién PK/PD del farmaco, maximizando la respuesta terapéutica.
Este enfoque depende, entre otros factores, del margen terapéutico especifico de cada

mAb. En fases iniciales de desarrollo, suele recomendarse el ajuste segun peso corporal.
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Sin embargo, la alta selectividad de la mayoria de mAbs permite una mayor flexibilidad
posolégica, dado su amplio margen terapéutico (162,163).

Aungue no siempre se prioriza en los esquemas de ajuste, la seguridad es un aspecto
clave. La administracién prolongada de mAbs puede inducir el desarrollo de ADA, que
comprometen su efecto. En este contexto, la monitorizacion de concentraciones séricas y
niveles de ADA podria guiar ajustes individualizados y anticipar la pérdida de efectividad
(118).

Junto con las razones clinicas y de seguridad, el componente econémico adquiere
cada vez mas relevancia. Dado el elevado coste y uso cronico de estos tratamientos, su
optimizacién en pacientes bien controlados representa una oportunidad para contener el
gasto sanitario de forma sostenible (166).

En conjunto, la individualizacion de la dosificacion de mAbs se plantea como un
objetivo prioritario, con potencial para mejorar la relacion coste-efectividad, reducir la carga
para el paciente y preservar el beneficio clinico (87,167-171).
1.3.1.2. ;Cémo se puede optimizar?

La optimizacién de la dosis de terapias biolégicas podria basarse desde dos enfoques
principales: segun la evolucion clinica del paciente, incluyendo sintomas, funcién pulmonar
y biomarcadores, o bien, mediante la monitorizacidén de niveles séricos del farmaco. Ambas
estrategias buscan mantener la efectividad terapéutica minimizando la exposicion
innecesaria, reducir el riesgo de efectos adversos y contribuir a la sostenibilidad del sistema
sanitario (87,159,164,171,172).

En la practica clinica, una respuesta favorable permite considerar el mantenimiento
de la pauta o una reduccidn progresiva de la dosis. Por el contrario, una respuesta
subdptima podria justificar la intensificacion del tratamiento, entendiendo este concepto
como el aumento de la dosis o la frecuencia de administracion para alcanzar o recuperar
la respuesta 6ptima; o bien, el cambio a otro bioldgico. En los casos en que se dispone de
Cp, y existe una relacién conocida entre niveles y respuesta clinica, esta informacion puede
integrarse en la toma de decisiones, apoyando el desarrollo de algoritmos de optimizacion
que combinen criterios clinicos y farmacocinéticos (159).

En aquellos pacientes que alcanzan un buen control clinico de forma mantenida se
puede reducir dosis mediante diferentes estrategias: aumento progresivo del intervalo de
administracion o la reduccidon de dosis, que a su vez pueden repetirse si se mantiene la
respuesta clinica, permitiendo una reduccién gradual y segura de la exposicion al farmaco.

La periodicidad entre reducciones suele ser de al menos 6 meses, en consonancia con la
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semivida prolongada de los mAbs, lo que permite que el farmaco estabilice sus niveles en
el organismo vy facilita una valoracion mas precisa de la respuesta clinica. Durante este
proceso, es esencial realizar una monitorizacion estrecha, prestando especial atencion a
signos de exacerbaciones, recaidas o deterioro funcional. En caso de pérdida de
efectividad, se debe reestablecer el esquema terapéutico previo (87,88,173-175).

En algunas especialidades, como la oftalmologia, se han desarrollado esquema
estructurados de optimizacion, como el tratamiento “segun necesidad” (pro re nata) o el
enfoque ‘“freat and extend”, que ajustan la frecuencia de administracién en funcion de la
actividad de la enfermedad. Estos modelos han demostrado beneficios en términos de
reduccién de la carga asistencial y mejora de la relacién coste-efectividad, con una pérdida
clinica marginal, y podrian constituir un marco aplicable a otros tratamientos bioldgicos
(176,177).

Este planteamiento se enmarca en la monitorizaciéon terapéutica de farmacos
(Therapeutic Drug Monitoring (TDM)), que parte de la premisa de que, para una misma
dosis, puede existir una variabilidad interindividual significativa de los niveles séricos, lo
que puede explicar diferencias en la respuesta clinica. No obstante, su aplicaciéon requiere
ciertos requisitos: una ventana terapéutica bien definida, una relacion estable entre dosis,
niveles y efecto, la disponibilidad de técnicas analiticas validadas y el conocimiento del
momento éptimo de extraccion. Ademas, los niveles deben interpretarse en combinacion
con variables clinicas y bioldgicas (159,178).

El uso de TDM esta mas extendido en areas como la reumatologia o la enfermedad
inflamatoria intestinal, donde ha demostrado beneficios en términos de efectividad,
seguridad y eficiencia econémica (174,179). En asma grave, el uso de TDM con mAbs aun
no forma parte de la practica clinica habitual, dado que no se dispone de rangos
terapéuticos validados, ni de evidencia robusta que respalde su implementacion
sistematica (169,180).

La cuantificacién de niveles de mAb en suero es técnicamente compleja debido a la
coexistencia de farmaco libre e inmunocomplejos, requiriéndose técnicas basadas en la
union de ligandos o procedimientos analiticos avanzados (29). Entre las primeros, destacan
los inmunoensayos, como el ELISA indirecto, que capturan el mAb mediante su antigeno
diana inmovilizado en placa y cuantifican la fraccion libre funcional. En paralelo, los
bioensayos funcionales permiten evaluar su actividad biolégica in vitro (por ejemplo, la

induccion de citotoxicidad dependiente de anticuerpo (181-183).
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De la asociacion de niveles séricos y la respuesta terapéutica se han establecido
concentraciones de farmaco a alcanzar para una respuesta terapéutica. Que entre
poblaciones de pacientes podria haber una variabilidad, relacionada estrechamente con la
carga infamatoria, el uso de otros farmacos y la duracion de la enfermedad (184).

La decision de optimizar debe realizarse de forma individualizada, seleccionando
pacientes con buena respuesta clinica mantenida. Ademas, es importante consensuar con
el paciente la decision, explicando el objetivo de reducir dosis sin comprometer la
efectividad y la necesidad de una monitorizacion estrecha durante el proceso (173).

Existen algoritmos propuestos para guiar la reduccion de dosis de biolégicos. Uno de
ellos, adaptado del grupo de Chapman TP (173), establece criterios clinicos, funcionales y
de biomarcadores para seleccionar candidatos, define el momento de extraccion de niveles
y plantea umbrales de Cp que permiten decidir entre mantener, reducir o suspender la
pauta. Este tipo de enfoques permiten avanzar hacia una medicina mas personalizada y

eficiente.
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Duracién de tratamiento
(minimo 1 afio)
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Figura 29. Esquema de decisiéon para la optimizacion terapéutica.

Elaborado a partir de (173).

1.3.1.3. ¢ Cuando es util o necesario?

Segun diferentes autores, la optimizacién de la dosis de mAbs se puede considerar

en los siguientes escenarios:

- En pacientes con respuesta sostenida, especialmente durante la fase de

mantenimiento, la continuaciéon de

concentraciones supraterapéuticas, con el consiguiente incremento del riesgo de
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efectos adversos y de costes innecesarios. En este contexto, la optimizacion del
tratamiento mediante reduccion de dosis o espaciamiento de las administraciones,
constituye una alternativa potencialmente segura y eficaz, llegando incluso a
considerarse estrategias como las “vacaciones terapéuticas”, particularmente en
enfermedades inmunomediadas caracterizadas por fases prolongadas de
remision (89,173).

- En situaciones de falta de respuesta, ya sea primaria, parcial, 0 secundaria, el
ajuste puede ser util para confirmar niveles suboptimos, detectar presencia de
ADA o reorientar la estrategia terapéutica (89,185).

- En determinados subgrupos de pacientes, la optimizacion individualizada cobra
especial relevancia: personas con obesidad, peso muy bajo, edad pediatrica o
avanzada, entre otros. Estas caracteristicas pueden influir en la farmacocinética
(por ejemplo, volumen de distribucion o aclaramiento). Aunque se han descrito
diferencias entre sexos, como un menor V4 y aclaramiento mas lento en mujeres,
no han demostrado un impacto clinico significativo (184,186,187).

Por dltimo, desde una perspectiva de sostenibilidad, el elevado impacto

presupuestario de estas terapias refuerza la necesidad de protocolos de optimizacién en
unidades multidisciplinares, integrando farmacéuticos y clinicos, para implementar

estrategias coste-efectivas de forma segura y personalizada (88,188).

1.3.2. Herramientas de monitorizacion y cuantificacién de
biolégicos

La base de un inmunoensayo tipo ELISA para la cuantificacion de mAbs en suero,
consiste en la captura especifica del farmaco en una placa sdélida, seguida de su deteccion
mediante un anticuerpo secundario marcado con una enzima o fluoréforo. Este tipo de
ensayo permite determinar la fraccién libre o en exceso del mAb circulante en sangre, lo
que refleja su disponibilidad plasmatica y exposicién sistémica (189). Sin embargo, una de
sus principales limitaciones es la imposibilidad de cuantificar los niveles totales de farmaco
en sangre, es decir, la cantidad de farmaco unida al antigeno.

A continuacioén, se resumen los distintos tipos de ELISA utilizados habitualmente:
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Tipos de ELISA

Directo Indirecto Sandwich Competitivo

Aclc /7 /

(V?{Jr = SNZ7 N §\ 4
I T @ | Y i e [

Figura 30. Tipos de ELISA.

Ac: anticuerpo; Ac1c: anticuerpo primario conjugado; Ac2c: anticuerpo secundario conjugado; Ag:
antigeno.

Elaboracion propia a partir (182).

Tal como se muestra en la Figura 30, las principales diferencias entre los tipos de
ELISA, radican en el modo de inmovilizacion del antigeno, la estrategia de deteccion (uso
de uno o dos anticuerpos), la especificidad (mayor en el tipo sandwich) y la sensibilidad,
generalmente superior en el ELISA indirecto.

En el contexto de la cuantificacion de mAbs, las técnicas de referencia son los
ensayos de unién de ligando, particularmente el ELISA indirecto y el ELISA tipo sandwich
(182). Las ventajas y desventajas de ambos se resumen a continuacion (190):

= ELISA indirecto.
Ventajas: permite el uso de diversos anticuerpos secundarios (Ac2) que reconocen
un mismo anticuerpo (el farmaco a estudio), aumentando la versatilidad y la sefal.
Desventajas: protocolos largos y mayor riesgo de reactividad cruzada del Ac2.

= ELISA tipo sandwich.
Ventajas: alta especificidad, ya que el antigeno es reconocido simultaneamente
por dos anticuerpos distintos: anticuerpo de captura (AcC) y anticuerpo de
deteccion (AcD).
Desventajas: requiere dos anticuerpos que reconozcan epitopos distintos y
funcionen de manera sinérgica.

Independientemente del tipo de ELISA, se trata de técnicas multietapa que requieren
una optimizacién cuidadosa de las condiciones experimentales. Las etapas fundamentales
del procedimiento son: captacién del antigeno, bloqueo, adicién de muestras/estandares,
deteccién por el Ac2 conjugado (Ac2c) y medicion de la senal de deteccion (senal

colorimétrica).
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Aunque existen kits comerciales para algunos mAbs, el desarrollo de un ELISA
casero puede ser mas flexible y coste-efectivo a largo plazo. En la Figura 31, se
representan las fases clave para su desarrollo y validacion (185). Para su optimizacion, es
fundamental considerar factores como la molécula inmovilizada, las caracteristicas de los
tampones, y los tiempos y temperaturas de incubacion (191). En cuanto a la muestra de
suero, es importante tener en cuenta la semivida del mAb y estandarizar el momento de
extraccion, que suele realizarse en el valle (justo antes de la siguiente dosis), para mejorar

la comparabilidad entre pacientes (178).

Desarrollo ELISA casero:
- Concentracion de antigeno (adsorcidn)
- Curva de calibrado
- Anticuerpo de deteccién (+ conjugados con enzima)

Validacién ELISA casero:
- Exactitud, precision y linealidad
- Limite de deteccion y cuantificacién
- Especificidad

Figura 31. Diagrama de flujo: desarrollo de un ELISA casero.

Elaboracion propia a partir de (185).

La validacion de un inmunoensayo para la determinacion de farmacos en suero es
un proceso dinamico que permite establecer el grado de fiabilidad de una técnica analitica,
para obtener resultados precisos y reproducibles. En el caso de los ELISA desarrollados
de forma casera, las guias de la EMAYy la FDA recomiendan evaluar al menos los siguientes
diez parametros: especificidad/selectividad, rango de cuantificacién, linealidad,
sensibilidad, exactitud, precision (repetibilidad y reproducibilidad), limite de deteccion,

limite de cuantificacion, recuperacion y robustez (192—-194).
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1.3.3. Optimizacion de terapias biolégicas en enfermedades
inmunomediadas
1.3.3.1. Evidencia de estrategias de desescalada y escalada de dosis

En esta seccion se resume la evidencia disponible sobre estrategias de optimizacion
de terapias biolégicas implementadas en la practica clinica, que incluyen optimizacién de
dosis por respuesta parcial o pérdida de efectividad y reducciones de dosis en pacientes
controlados. Este fendbmeno ha sido ampliamente descrito en diversas enfermedades
inmunomediadas.

Ejemplo del primer escenario, es la enfermedad inflamatoria intestinal (Ell), en la que
se estima que hasta un 30% de los pacientes con enfermedad de Crohn necesitan una
intensificacion del tratamiento biolégico en algin momento del curso clinico (195). Esta
intensificacion puede implicar un aumento de dosis o de la frecuencia de administracion,
con el objetivo de recuperar el control clinico (196).

En la Tabla 12 se recogen los estudios mas relevantes en distintas enfermedades
inmunomediadas. Sus principales limitaciones incluyen el disefio del estudio
(observacional retrospectivo, no ciego y sin grupo control), el reducido tamafio muestral, la
presencia de sesgos de selecciodn, la limitada potencia estadistica, la ausencia de criterios
estandarizados y protocolizados, asi como un seguimiento de corta duracioén.

Algunos trabajos han evaluado la sostenibilidad del control clinico tras la reduccion
de la dosis. Por ejemplo, en el ambito de la reumatologia, hasta un 40%- 60% de los
pacientes mantienen el control de la enfermedad tras reducir o suspender el bioldgico,
siendo la reduccién de dosis (mas que la suspensién), la estrategia con mayores tasas de
éxito (197).

Los resultados especificos para omalizumab, benralizumab y mepolizumab se

desarrollan en los apartados 3.4.1, 3.4.2 y 3.4.3, respectivamente.

85



1. INTRODUCCION]| 1.3. Optimizacion de las terapias biolégicas

Tabla 12. Caracteristicas y resultados de los estudios individuales que evaluaron estrategias de optimizacién (reduccién de dosis y

frecuencia de administracion).

~ . Estrategia o o o
Afo Farmaco Enfermedad (reduccién) Control Criterio de control % con criterio de control
2017 | Adalimumab Actividad de la enfermedad, calidad
(198) | etanercept Y| Artritis reumatoide Dosis 36 meses | vida, radiografia y eventos 63,9%
P adversos
(2109192) Adalimumab Artritis psoriasica Dosis 29 meses | Actividad de la enfermedad 88,6%
Adalimumab,
2020 _eta_ngrcept, EspA axial Dosis 24 meses Parametros analiticos 84,5% mantuvieron reduccion
(200) | infliximab,
golimumab
2013 Etanecept EspA Frec_U(_anma e 22 meses | Actividad de la enfermedad 86,3%
(201) administracion
2015 | Adalimumab, " . Frecuencia Actividad de la enfermedad (DAS- | Recaidas (reduccién vs control):
(202) | etanercept Artritis reumatoide administracion 18 meses 28) 12% vs 10%
2019 . . Frecuencia e L o
(203) Certolizumab EspA axial administracion 12 meses Remision clinica Exito en 79%
2014 . - . . T 79% mantuvieron criterio de
(168) Anti-TNF Artritis reumatoide Dosis 10 meses | Remision clinica remision (EULAR)
2021 . o Frecuencia Actividad de la enfermedad (clinica o
(204) Natalizumab Esclerosis multiple administracién 72 meses y radiolégica) 70,0%
2024 . o . Actividad de la enfermedad (clinica o t
(205) Ocrelizumab Esclerosis multiple Dosis 24 meses y radiolégica) 100%
No # en recaidas ni escala
2021 I . - . - T discapacidad ni niveles de Nfl
(196) Rituximab Esclerosis multiple Dosis 12 meses Ningun criterio clinico 1 dosis rituximab > |19G (|
infecciones)
2020 Natalizumab Esclerosis multiple Frec_m_encna e 12 meses Actividad (.je la em_‘ermec_iad 84% extendieron No hubo recaidas
(206) administracion (resonancia) y calidad vida
2021 Ocrelizumab Esclerosis multiple Frec_u:_enma e 3 meses Actividad de la enfermedad 91% libres de recaidas
(207) administracion
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ARo Farmaco Enfermedad Estrateg[a Control Criterio de control % con criterio de control
(reduccioén)
Adalimumab . . .
2020 ’ o Frecuencia . Exito en 53%
(208) 3tsiglfirncjr$1tz;1b Psoriasis administracién 12 meses | Actividad de la enfermedad (PASI) La RD total fue entre 23- 34%
2022 Dupilumab Dermatitis atépica Frecuencia <9 Actividad de la enfermedad (EASI y| 33% alcanzaron c/4s y
(164) P P administracién | semanas biomarcadores) 33% c/6-8 s
2024 . . - Frecuencia . 21% pacientes RD Grupo
(209) Dupilumab Dermatitis atépica administracién 13 meses | Actividad de la enfermedad (EASI) reduccién: IMC mas bajo
2022 Adalimumb, L Frecuencia Actividad de la enfermedad, calidad o
etanercept, Psoriasis e . 12 meses . 41,0%
(210) : administracion vida y eventos adversos
ustekinumab
2025 . Frecuencia Actividad de la enfermedad (PASI o o
211) IL-17 e IL-23 Psoriasis administracion 12 meses 100 y PASI 90) 42,9% vy 85,7%
2024 Guselkumab Psoriasis Frec_ugnma e 10 meses | Actividad de la enfermedad 91,9%
(212) administracion
2025 Dosis y Actividad de la enfermedad
Omalizumab Urticaria cronica frecuencia 24 semanas| ,_; 72-80% mantuvieron control clinico
(213) L ., (sintomas)
administracion
2019 . Enfermedad Frecuencia Actividad de la enfermedad (clinica | 63% éxito clinico bioquimico y
Adalimumab ; o . e e 16 meses L o
(214) inflamatoria intestinal | administracion y bioquimica) morfolégico
2023 . Frecuencia Actividad de la enfermedad 74% alcanzaron hasta c/ 6-8
(87) Dupilumab RSCCPN administracion 24 meses (sintomas) semanas
2024 - . Frecuencia Actividad de la enfermedad >60% alcanzaron /16s y = 80%
(215) Faricimab Oftalmologia administracion 24 meses (agudeza visual) /12s
2016 -~ . Frecuencia > 70% alcanzaron frecuencia = 2
(176) Ranibizumab Oftalmologia administracién 24 meses meses

Aba: abatacept; ada: adalimumab; DAS: Disease Activity Score; EASI: eczema area and severity index; EspA: espondiloartritis eta: etanercept; EULAR:
AsociacionFT: ficha técnica; IMC: indice de masa corporal; infx: infliximab; m: meses; Nfl: neurofilamentos; PASI: Psoriasis Area Severity Index; RD:
reduccién de dosis; ritu: rituximab; s: semana; toci:tocilizumab; tto: tratamiento; uste: ustekinumab; 1: aumento; |: diminucidn; #: distintas; ; =: aproximada.
* Desde la reduccién. T Seguimiento variable en los pacientes incluidos.PASI: indice la severidad del area de psorias.
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Ademas del impacto sobre la efectividad, diversos estudios han explorado las
consecuencias de las estrategias de optimizacion sobre la seguridad del tratamiento. En
una revision sistematica realizada por Bouhuys M et al. (216), se analizo la incidencia de
efectos adversos, principalmente infecciones y otras manifestaciones clinicas, tras la
reduccion de dosis de anti-TNF en pacientes con enfermedades inflamatorias de origen
dermatoldgico, reumatolégico y digestivo. Los autores concluyeron que no se observaron
diferencias significativas en cuanto a los efectos adversos entre los pacientes que
redujeron la dosis y aquellos que mantuvieron el régimen estandar. A pesar de la
heterogeneidad entre los estudios incluidos, los autores no recomiendan ajustar la dosis
con el unico objetivo de reducir los efectos secundarios, dado que la evidencia actual no
respalda de forma consistente este beneficio.

A pesar de los resultados prometedores, existen barreras que limitan la
implementacién de estrategias de optimizacién en la practica clinica habitual. Una de las
principales es la percepcion de que la reduccién de dosis conlleva una pérdida del control
de los sintomas o un posible dano estructural o funcional a largo plazo. Otro factor relevante
es el temor a un fallo secundario, aunque se ha observado que en muchos casos la
respuesta terapéutica puede recuperarse al reintroducir la dosis inicial (200,203).

Por otro lado, también influye la percepcién del paciente. Aunque muchos expresan
el deseo de reducir la dosis, el miedo a perder el beneficio clinico puede generar reticencias
y afectar negativamente al éxito de la estrategia (200,203,217,218).

En este contexto, la optimizacién debe plantearse como una decision compartida,
basada en la confianza mutua entre médico y paciente, guiada por criterios objetivos y

clinicos bien definidos (200,217).

1.3.3.2. Evidencia de herramientas para la individualizacion del
tratamiento

La optimizacion de terapias biologicas puede apoyarse en herramientas objetivas que
permiten individualizar el tratamiento de forma segura y eficaz. Entre las mas utilizadas
destacan los niveles séricos del farmaco, los indices de actividad clinica y la duracion de
la remision. Estas estrategias han demostrado utilidad en distintas enfermedades
inmunomediadas, guiando decisiones como la escalada o desescalada de dosis segun la
respuesta del paciente (219,220).

El uso de niveles séricos se ha consolidado como una herramienta clave en la
personalizacion del tratamiento. En pacientes con esclerosis multiple, el estudio NEXT-MS

ajusto la frecuencia de administracion de natalizumab segun concentraciones valle objetivo
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(5—10 pg/ml), manteniendo el control clinico con niveles > 2 ug/ml y reduciendo el riesgo
de leucoencefalopatia multifocal progresiva hasta en un 88-94%. El 84% de los 376
pacientes incluidos pudo espaciar las dosis a una media de 5-6 semanas, sin pérdida de
efectividad (221).

En Ell, se ha propuesta una concentracion valle de infliximab = 7 pg/mL, combinada
con remision clinica y biolégica, como criterio para reducir el riesgo de recaidas tras la
desescalada (219). En colitis ulcerosa, un umbral de golimumab de 2,29 ug/ml se ha
asociado a la remision clinica e histologica (222).

Sin embargo, en otras areas como en dermatologia, los niveles valle no han mostrado
una asociacion directa con la respuesta clinica y son otros factores como la duracién de la
enfermedad, la edad de inicio o el PASI basal se han asociado a un buen prondstico tras
la optimizacion (89).

Durante la pandemia COVID-19, se propusieron estrategias orientadas a espaciar las
administraciones de farmacos bioldgicos con el objetivo de reducir el riesgo de infecciones,
especialmente en paciente inmunosuprimidos. En esclerosis multiple, el ajuste de
ocrelizumab segun la recuperacion de células B CD19+ periféricas (=10 células/uL)
permiti6 ampliar el intervalo de administracién a una mediana de 34 semanas (vs. 24
estandar), con bajo riesgo de reactivacion. También se investigd el uso de células B de
memoria CD19+ como marcador mas especifico para la programacion de infusiones (223—
225).

En artritis reumatoide, diversos estudios han demostrado que una remision clinica
mantenida (= 6 meses) y un bajo indice de actividad basal (DAS28 entre 1,98 y 2,25)
predicen mejor respuesta tras la reduccién de dosis de farmacos como etanercept. Sin
embargo, la falta de criterios estandarizados para definir “remision” limita su aplicabilidad
universal (197,200,203).

En enfermedades respiratorias, se ha empleado el cuestionario de sintomas
nasosinusales (SNOT-22) para guiar la desescalada de dupilumab en pacientes con
RSCcPN. A los 6 meses, el 91% logré espaciar las dosis = 4 semanas, y el 23% a =c/ 8
semanas, con beneficios mantenidos en sintomas, olfato y hallazgos endoscopicos (226).

En desarrollado y validacion de técnicas ELISA ha facilitado la cuantificacién de
niveles de farmacos como adalimumab, infliximab o eculizumab promoviendo su

integracion tanto en investigacion como en practica clinica habitual (185,227,228).
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1.3.3.3. Impacto econémico de la optimizacion terapéutica de los mAbs

El elevado coste de los mAbs representa una presion creciente sobre los sistemas
sanitarios. Su uso se ha expandido rapidamente en areas como la dermatologia,
reumatologia, neumologia o digestivo, tanto por el aumento de indicaciones como por el
numero creciente de pacientes candidatos. Se estima un incremento anual del gasto global
en mAbs del 11 al 13% anual entre 2023 y 2030, con un volumen proyectado de 450.000
millones de doélares en 2028. El coste anual por paciente puede oscilar entre 15.624% y
143.833$, segun la patologia y el farmaco utilizado (100,166).

Si se analiza el gasto en medicamentos bioldgicos por area terapéutica, se observa
un notable impacto econémico. En el caso de la Ell, entre 2014 y 2019, infliximab y
adalimumab representaron aproximadamente el 85% del gasto total en terapias bioldgicas.
Ademas, en un periodo de 10 afos, la proporcién del coste total atribuible a los anti-TNF
en esta enfermedad se increment6 del 34% al 65% (195).

En este contexto, las estrategias de optimizacidn, como el ajuste de dosis, la
disminucién de la frecuencia de administracion o la retirada en pacientes en remisién, se
plantean no solo como alternativas clinicamente razonables, sino también como
herramientas necesarias desde una perspectiva de sostenibilidad. Un ejemplo claro es el
estudio de van der Lans R et al. (87), donde el aumento del intervalo de administracion de
dupilumab en pacientes con RSCcPN permitié una reduccion aproximada del 25% en el
coste anual del tratamiento, sin pérdida significativa de eficacia clinica.

La Tabla 13 resume algunos ejemplos de impacto econdmico derivados de

estrategias de optimizacion en diferentes especialidades médicas:

Tabla 13. Impacto econémico de la optimizacion de terapias biolégicas en diferentes

especialidades (coste por paciente).

Estrategia de
optimizacién
Reduccién de dosis

Digestivo (229) Infliximab . -421 €4
y frecuencia

Especialidad Tratamiento Impacto econémico (€)

Adalimumab

Reumatologia (230) -12.280* (-10.502, -14.104)

Etanercept
Adalimumab .,
Dermatologia (231) | Etanercept Reduccién de -3.820" (-3.099, -4.509)
Ustekinumab frecuencia
| Neurologia (232) | Natalizumab -4.328" (-3.687, -5.170)
| Respiratorio (87)b | Dupilumab -12.263t

*: periodo de 18 afos, ": periodo 12 meses, A: periodo de mes, t: periodo dos afos.

Los valores negativos representan ahorro respecto al tratamiento estandar.
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En los préximos afios se prevé un aumento en la disponibilidad de biosimilares, lo
que contribuird a una reduccién significativa de los costes asociados a las terapias
biolégicas. Este avance, combinado con estrategias de optimizacién como la reduccion de
dosis o disminucion de la frecuencia de administracién, podria favorecer el posicionamiento
de estos tratamientos como opciones mas coste-efectivas en la practica clinica (171).

La optimizacion terapéutica se alinea con los principios de la medicina basada en el
valor, que persigue maximizar los resultados en salud con el menor uso posible de
recursos, priorizando no solo la efectividad de un farmaco, sino también su eficiencia. Por
ello, resulta fundamental integrar de forma sistematica la evaluacién econémica en la toma
de decisiones clinicas, especialmente en enfermedades crénicas en las que el uso de
biolégicos es prolongado y conlleva un importante impacto econdémico. Desde una
perspectiva de salud publica, la implementacion de estrategias de optimizacién con
evaluacién de coste-efectividad puede contribuir a garantizar la sostenibilidad de los
sistemas sanitarios, permitiendo redistribuir recursos y ampliar el acceso a terapias
innovadoras sin comprometer la calidad de la atencion. Esta aproximacion debe adaptarse
a las particularidades de cada especialidad y contexto asistencial, integrando herramientas
como el TDM, los modelos farmacocinéticos poblacionales y la toma de decisiones

compartida entre clinico y paciente (233).

1.3.4. Optimizacién de terapias biolégicas en asma

En el asma grave, la necesidad de optimizar las terapias biologicas se debe a la
marcada heterogeneidad clinica y biologica de la enfermedad y a la variabilidad en la
respuesta individual (62,67,165). Un ejemplo claro es omalizumab, cuya dosificacion se
establece segun peso e IgE basal, aunque no siempre garantiza una exposicion adecuada
(187). De forma similar, la efectividad de los anti IL-5 o dupilumab puede variar segun
caracteristicas clinicas como obesidad o intensidad de la inflamacion (209,234). En este
contexto, la monitorizacion farmacocinética mediante inmunoensayos (229) y el uso de
marcadores clinicos y biolégicos (103) permiten individualizar la dosificacion y guiar
decisiones sobre escalado, reduccién, cambio o suspensioén del tratamiento, favoreciendo
asi un uso mas eficiente y preciso de estas terapias en la practica clinica (202,235).

Recientemente, Wechsler ME et al. (236) revisaron la literatura sobre el manejo del
asma una vez alcanzado un control sostenido con el uso de biolégicos. En dicha revision,
se plantean diversas estrategias de optimizacion (Figura 32), entre ellas la reduccion de la
dosis o la ampliacion del intervalo de administracion, directamente relacionadas con el
objetivo de esta tesis. Los autores sefialan que, considerando la semivida de los farmacos,
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asi como un menor grado de severidad de la enfermedad o una reduccién de
biomarcadores desde el inicio del tratamiento, estas estrategias podrian ser factibles. A
modo de ejemplo, Garvey E et al. (237) demostraron la posibilidad de espaciar la
administracion de dupilumab a intervalos de cuatro semanas. No obstante, se resalta la
necesidad de nuevos ensayos clinicos que confirmen la eficacia y seguridad de estas

pautas fuera de las recomendaciones actuales de ficha técnica.

| Biolbgico dirigido en asma refractaria |

| Respuesta: mejora de los sintomas |

| Remision- respuesta mantenida |

|

¢, Qué hacemos?
|
| |

|Continuar igual| | Biol6gico | | Inhaladores |
|
|
Py
 STOP + |STOP b|olog|co| Continuar +
biolégico

Figura 32. Enfoques de estrategias terapéuticas en pacientes con AG controlada

Adaptado de: Wechsler ME et al. How to Adjust Asthma Management Once Asthma Is Controlled on
Long-Term Biologic Therapy. J Allergy Clin Immunol Pract [Internet]. 2025. DOI:
10.1016/j.jaip.2025.05.031 (236).

El ensayo clinico OPTIMAL, de Soendergaard MB et al. (238), evalud por primera
vez una estrategia protocolizada de reduccion de dosis de bioldgicos anti IL-5/ IL-5Ra en
pacientes con asma grave bien controlada. El algoritmo se basé en parametros clinicos y
biolégicos (eosinofilia < 300 céls/L, ausencia de exacerbaciones y preservacion de la
funcién pulmonar, pérdida < 15%), y permiti6 espaciar o incluso suspender la
administracion en un numero significativo de pacientes (78%, 29/37), sin pérdida de
efectividad en términos de exacerbaciones (p=0,13), control del asma o funcién pulmonar
tras 52 semanas de seguimiento. Los resultados sugieren que, en pacientes con un perfil
de “remision inmunolégica”, la individualizacion y reduccion de la dosis es factible y segura,
mientras que aquellos con mayor inflamacién basal podrian presentar un riesgo superior

de pérdida de control. Este estudio constituye una evidencia clave de que la optimizacion
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de bioldgicos en asma grave es una estrategia viable y con importantes implicaciones
clinicas y econdmicas.

Una revision sistematica reciente recopilé la evidencia disponible sobre la reduccién
de dosis y el alargamiento de intervalos en bioldgicos dirigidos a la inflamacion T2. Los
autores concluyen que, aunque los estudios son aun limitados y heterogéneos, las
estrategias de optimizacién en pacientes con asma grave controlada son factibles y no
parecen comprometer la efectividad clinica a corto plazo. Sin embargo, se requieren
ensayos clinicos de mayor tamafio y duracién para consolidar esta practica (239).
1.3.4.1. Evidencia ajuste dosis de omalizumab

Diversos estudios han puesto en duda si es necesario mantener indefinidamente una
dosis fija de omalizumab en pacientes con asma grave, proponiendo estrategias
alternativas como la suspension o el ajuste individualizado del tratamiento (130,235,240).
Este enfoque se fundamenta, entre otros factores, en el descenso progresivo de la
produccién endogena de IgE a lo largo del tratamiento, posiblemente vinculado a la
reduccion de las células B productoras de IgE, y en otros mecanismos antinflamatorios
descritos para omalizumab (241,242).

Uno de los estudios mas relevantes es el ensayo XPORT (243), un ensayo clinico
aleatorizado y multicéntrico que compardé la evolucién de pacientes con asma grave que
continuaron el tratamiento con omalizumab frente a aquellos que lo suspendieron tras
haber alcanzado un buen control clinico. Los resultados mostraron que el 52% de los
pacientes que suspendieron el tratamiento presentaron una exacerbacion, en comparacion
con el 33% de quienes continuaron con omalizumab. Al inicio del estudio no se observaron
diferencias significativas en los recuentos de eosindfilos ni en los niveles de FEno entre
ambos grupos. Sin embargo, tras la retirada del tratamiento, los pacientes que sufrieron
exacerbaciones presentaron valores mas elevados de eosindfilos y FEno en comparacion
con aquellos que no experimentaron exacerbaciones.

El estudio OMADORE (244) evalud un protocolo de reduccion progresiva de dosis de
omalizumab hasta el 50%. Incluyé 35 pacientes en tratamiento con omalizumab al menos
un afo, corticodependientes a dosis minima tolerada y con una espirometria con valores
iguales o mejores al inicio. En este estudio se consiguid la retirada total en un 34% de
pacientes, la reduccion parcial en un 23% y fue imposible modificar la dosis en un 43%.
Los resultados apoyaron la viabilidad de disminuir la dosis de forma gradual. Sin embargo,

el estudio subraya que este proceso debe de realizarse de forma escalonada, es decir, en
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reducciones sucesivas y controladas, para minimizar el riesgo de recaidas, y sugiere que
el momento 6ptimo seria entre el segundo y cuarto ano tratamiento.

De forma similar, Molimard M et al. (240) observaron que, tras suspender el
omalizumab, el 55,7% de los pacientes perdieron el control del asma, de estos mas de la
mitad sucedié de forma paulatina posterior al afio de suspension. Cabe destacar que 4
pacientes no respondieron a la reintroduccion de omalizumab. Aquellos con mas de 3,5
afios de tratamiento, el riesgo de pérdida de control fue menor.

El estudio de Huang W et al. (245) comparé esquemas de tratamiento continuo con
omalizumab durante al menos 10 meses frente a un tratamiento breve de solo 4 meses. El
continuo mostré beneficios claros en reduccién de exacerbaciones, mejoria en funcion
pulmonar, menor necesidad de OCS y un mejor control del asma. En cambio, el grupo de
solo 4 meses presentd peores resultados a 12 meses: aumento de exacerbaciones y
deterioro de la funcion respiratoria.

Por otro lado, Slavin RG et al. (129) evaluaron la evolucion de los sintomas de asma
y los parametros farmacocinéticos e inmunologicos tras la suspension de omalizumab. En
este grupo se evidencio una reaparicion progresiva de los sintomas que se correlacion6 de
forma significativa con la disminucion de las concentraciones séricas de omalizumab y el
incremento de los niveles de IgE libre en sangre.

Mas alla de su indicacién en asma, en la urticaria crénica, donde la pauta habitual es
de 300 mg cada 4 semanas, se ha estudiado la posibilidad de prolongar progresivamente
el intervalo de administracion de omalizumab. En el trabajo de Aghdam M. et al. (246), el
73% de los pacientes logré espaciar las dosis a 6 semanas, el 57% a 8 semanas, y
unicamente el 18 % no consiguid superar el intervalo estandar de 4 semanas. Cabe
destacar que el ajuste del intervalo se realizé exclusivamente en funcién de la evolucién
clinica sin recurrir a biomarcadores. Los autores subrayan que esta estrategia, ademas de
mantener el control clinico, se asocia con una reduccién en la frecuencia de visitas
médicas, menor carga econdmica y una mejor calidad de vida para los pacientes.

Finalmente, se ha descrito una notable variabilidad en la relacién entre IgE y Cp de
omalizumab, lo que ha motivado el uso de Therapeutic Drug Monitoring (TDM) como
estrategia para individualizar la posologia. Aunque su implementacion en la practica clinica
aun no esta estandarizada, se ha planteado que el TDM podria constituir una herramienta
prometedora para optimizar la eficacia, la seguridad y la coste-efectividad del tratamiento
en el futuro (130).
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En conjunto, la evidencia disponible indica que, en pacientes con buena respuesta,
estables y con tratamiento mantenido, es posible plantear estrategias de reduccién o ajuste
del tratamiento con omalizumab. No obstante, los resultados también alertan sobre el
riesgo de recaida, especialmente tras suspensiones abruptas o en pacientes con mayor
inflamacion persistente. Se requieren estudios adicionales que permitan establecer
criterios objetivos y seguros para guiar esta decision.
1.3.4.2. Evidencia ajuste dosis de benralizumab

A diferencia de omalizumab, la evidencia disponible sobre la optimizaciéon de
benralizumab en condiciones reales es muy limitada. No se han publicado estudios
observacionales que analicen concentraciones plasmaticas en practica clinica habitual, ni
analisis sistematicos sobre el impacto de modificar la frecuencia de administracion.
Actualmente, el conocimiento sobre su farmacocinética proviene casi exclusivamente de
ensayos clinicos controlados.

Uno de los principales estudios en este contexto es el de Jin Y et al. (247), que
desarrollaron un modelo poblacional PK/PD de benralizumab en asma a partir de datos de
multiples ensayos clinicos. Este modelo permitid simular parametros como la Cms, la
concentracion media en estado estacionario (Cmedia;ss) Y 1a Cvaie €n distintos grupos de edad
y etnias. No se observaron diferencias relevantes entre poblacién asiatica y no asiatica
(Cmax: 2,211 vs 1,951 ng/mL; Crmedgiass: 1,088 vs 1,006 ng/mL y Cyaie: 259 vs 280 ng/mL). En
cambio, se detectd mayor exposicidn en adolescentes frente a adultos, y en nifios con peso
235 kg frente a <35 kg, lo que sugiere un impacto del peso corporal. Aunque los autores
concluyeron que no era necesario ajustar por raza ni edad, es posible que en condiciones
de practica clinica real puedan observarse variaciones no reflejadas en los ensayos
clinicos.

En esta misma linea, también se han generado datos en poblacién pediatrica con
asma grave. En el estudio TATE (248), se administré benralizumab (10 mg o 30 mg segun
peso) a 28 nifios, observandose Cmaxde 1.901 ng/mL y 3.119 ng/mL, respectivamente, con
un Tmax similar (~7 dias). La exposicion obtenida se mantuvo dentro del intervalo de
prediccion del modelo poblacional en adultos, y ambas dosis lograron una deplecion casi
completa de eosindfilos.

Ademas, el comportamiento PK de benralizumab ha sido explorado en otras
patologias, como RSCcPN o la urticaria espontanea. En el ensayo OSTRO (249), en
pacientes con RSCcPN, se alcanzaron concentraciones de 385,5 ng/mL (rango: < LLOQ-

1.402,8) en estado estacionario (semana 24) Cinco meses después de la ultima dosis, el
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75% de los pacientes tenian niveles indetectables. No se observaron diferencias
significativas en la respuesta clinica ni en la eosinofilia tisular segun las Cp, lo que sugiere
un efecto farmacodinamico sostenido.

Por ultimo, el estudio ARROYO (250) (benralizumab urticaria), en urticaria
espontanea, mostro que, tras tres administraciones subcutaneas, la Cp fue de 995 ng/mL
en el grupo de 30 mg y de 2.491 ng/mL en el de 60 mg. Esta relacién dosis-exposicion
respalda la linealidad de la farmacocinética de benralizumab.

En conjunto, estos estudios confirman la previsibilidad y linealidad de la
farmacocinética de benralizumab, incluso en distintas poblaciones. Sin embargo, la
escasez de datos en vida real y la falta de estudios especificos sobre el impacto clinico de
ajustar la dosis limitan, por ahora, su aplicacion individualizada fuera del contexto de
ensayo clinico.
1.3.4.3. Evidencia ajuste dosis de mepolizumab

Al igual que ocurre con benralizumab, actualmente no se dispone de estudios en vida
real que reporten concentraciones plasmaticas de mepolizumab en pacientes con AGCN
ni de evidencia clinica que evalue de forma sistematica el impacto de un ajuste en la
frecuencia de administracion. Por tanto, la informaciéon disponible sobre su PK proviene
fundamentalmente de ensayos clinicos controlados y comunicaciones cientificas
puntuales.

Nishimaki T el al. (251) analizaron la relacion entre las concentraciones de
mepolizumab y la respuesta clinica en pacientes con asma grave, observando niveles
crecientes alos 3, 6 y 12 meses (11,2 pyg/mL, 13,1 yg/mL y 13,8 ug/mL, respectivamente).
Los pacientes respondedores mostraban concentraciones significativamente mas altas a
los 6 y 12 meses, mientras que el los no respondedores los niveles permanecian estables.
Ademas, se identificd una correlacién inversa entre las concentraciones plasmaticas y
variables como el peso, el IMC y la IgE total especialmente en los respondedores. Los
autores plantean la posibilidad de considerar un ajuste de dosis en pacientes obesos sin
respuesta clinica, lo que refuerza el potencial interés de la monitorizacién de niveles para
optimizar el tratamiento, si bien se requieren estudios adicionales para confirmarlo.

En una comunicacién cientifica presentada en el Congreso EAACI 2025 (252), se
evaluaron las concentraciones valle de mepolizumab en pacientes con asma grave estable.
La media observada fue de 14,6 pg/mL con una amplia dispersion interindividual de

concentraciones. Tras la ampliacién del intervalo de administracion, los niveles se
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redujeron también de forma variable entre individuos, por lo que los autores remarcan la
necesidad de personalizar los intervalos de dosificacion.

En poblacion pediatrica (<12 afios) con asma grave, se ha descrito un perfil PK
distinto al de los adultos. En un estudio de caracterizacion OK con dosis ajustadas por peso
(40 mg o0 100 mg SC), se obtuvieron concentraciones plasmaticas superiores (17,8 pg/mL
y 28,5 upg/mL, respectivamente) en comparacién con adultos (22,3 pg/mL) y un
aclaramiento menor (0,09 y 0,15 L/dia frente a 0,20 L/dia). Para la misma dosis de 100 mg,
la exposicion sistémica fue casi el doble (razén de exposiciones: 1,97), lo que sugiere que
podrian ser necesarios ajustes especificos en este grupo etario (253).

En el tratamiento de la GEPA, el ensayo clinico MIRRA (254) justific la aprobacion
de mepolizumab a una dosis de 300 mg/4 semanas por via SC. Mas recientemente,
Vultaggio A et al. (255) mostraron que la dosis de 100 mg cada 4 semanas durante 12
meses en pacientes con GEPA y AGNC permitia mantener el control clinico y reducir la
carga inmunosupresora sin recaidas evidentes. Sin embargo, el caracter observacional del
estudio y el tamafio muestral limitado limita sus implicaciones clinicas.

De forma complementaria, un estudio unicéntrico italiano evalué la efectividad y
seguridad de un ajuste de dosis de 300 mg/4 semanas a 100 mg/4 semanas en pacientes
con GEPA en remisién. Tras una media de 26,5 meses, el 27% de los pacientes tratados
en los ultimos 10 afos redujeron la dosis. De ellos el 50% mantuvo remisién completa
durante un seguimiento medio de 27,5 meses, mientras que el resto presentd unicamente
sintomas nasales, sin recurrencia de asma ni vasculitis, requiriendo en algunos casos
optimizacion de la terapia local o recuperacion de la dosis inicial (256).

En pacientes con sindrome hipereosinofilico (HES), aunque la dosis aprobada de
mepolizumab es de 300 mg/4 semanas, experiencias clinicas en vida real han mostrado
que algunos pacientes en remision pueden mantener el control clinico con dosis reducidas
de 100 mg/4 semanas. Del mismo modo, en casos de perdida de respuesta, se ha
propuesto valorar el incremento de dosis de forma individualizada, si bien no existen
estudios aleatorizados que respalden estas estrategias (234,257).

En resumen, los datos disponibles reflejan una variabilidad interindividual en la
exposicion a mepolizumab, influida por factores como el peso y la respuesta clinica.
Aunque la evidencia aun es limitada, la monitorizacion de niveles podria contribuir a
personalizar la dosis, especialmente en funcion de la respuesta obtenida y de la actividad
de la enfermedad. Se requieren estudios adicionales que definan estrategias de

optimizacion seguras y efectivas (234,255,256).
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1.4. Impacto social y econémico del asma

El caracter cronico del asma, junto con la elevada proporcion de pacientes que no
alcanzan un adecuado control de la enfermedad, determina una carga sanitaria y social
considerable. Por este motivo, su manejo ha sido incorporado como prioridad dentro del
Plan de Accién Mundial de la OMS para la prevencion y control de las enfermedades no
transmisibles, asi como en la Agenda 2030 de las Naciones Unidas (3,258).

A nivel global, el 47,5% de los pacientes presentan asma no controlada y esta cifra
se eleva hasta el 70,1% entre aquellos con formas graves de la enfermedad, aunque como
se ha mencionado en el apartado de prevalencia, el AGNC solo afecta aproximadamente
al 4,9% del total de pacientes asmaticos (5). Entre los principales factores de riesgo que
contribuyen a la falta de control se encuentran la contaminacién ambiental, el tabaquismo,
el uso incorrecto de inhaladores de rescate o medicacion de control y la presencia de
comorbilidades. Estos factores no solo dificultan el manejo de la enfermedad, sino que
también incrementan el riesgo de efectos adversos asociados al uso cronico de corticoides
orales y aumentan la morbimortalidad (259).

A pesar de los avances terapéuticos, el asma continla asociandose a una mortalidad
relevante. En 2019 se estimaron alrededor de 455.000 fallecimientos a nivel mundial, la
mayoria vinculados a formas graves o mal controladas de la enfermedad (3).

El asma tiene un elevado impacto en la calidad de vida de los pacientes. En el estudio
de Khan AH et al. (5), se observo un deterioro significativo de la actividad diaria, con una
limitacion de hasta el 54,8% en los pacientes con asma grave (AG). En los cuestionarios
de calidad de vida se constatdé un claro deterioro tanto en el componente fisico como
mental: en el SF-12 fisico, los pacientes con AG presentaron una puntuacién media de
41,0, frente a 46,5 en la poblacion sin asma; en el SF- 12 mental, la puntuacion media fue
de 42,5 en AG frente a 46,9 en los controles; y en el indice EQ-5D, la puntuacién media
fue de 0,7 en AG frente a 0,8 en controles. Este deterioro se traduce también en un
importante impacto laboral, con tasas de ausentismo laboral que oscilan entre el 16,4% en
los caso leves hasta el 22,3% en los pacientes con AG. De forma global, el deterioro total
de la productividad laboral alcanzé un 39,3% en los pacientes con asma grave, reflejando
el impacto combinado de la pérdida de dias de trabajo y la disminucién del rendimiento
laboral durante la jornada.

Aunque el asma presenta una baja tasa de mortalidad, la carga clinica y funcional del

asma, especialmente en los pacientes con formas graves y mal controladas, se traduce en
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una elevada repercusion econémica tanto para el sistema sanitario como para la sociedad
(9,94).

El impacto econdémico del asma resulta de la combinacion de costes directos,
asociados al uso de recursos sanitarios como hospitalizaciones, visitas médicas y
tratamientos farmacolégicos, y costes indirectos derivados de la pérdida de productividad
laboral y el absentismo (260). A nivel nacional, el Documento de Consenso Espafiol de
Asma Grave (261) en adultos estima un coste sanitario incremental anual (coste directo)
de 11.703 € por paciente con AG frente a sujetos sin asma, y un coste no sanitario
incremental (coste indirecto) de 3.461 €.

Diversos estudios han evaluado el impacto econémico del asma en funciéon de su
gravedad clinica, observandose que el gasto sanitario practicamente se duplicaba al
aumentar la severidad de la enfermedad. A nivel internacional, el ensayo estadounidense
TENOR (262) comparoé el impacto econémico del asma grave en pacientes controlados y
no controlados, con un gasto anual de 6.452 $ y 14.212 $, respectivamente, confirmando
el elevado coste asociado a la falta de control. Estudios previos ya habian documentado
un coste considerable del asma en Estados Unidos.

En Espafia, el estudio prospectivo realizado por Martinez-Moragén E et al. (263) en
2009, en un periodo previo a la introduccion de terapias bioldgicas, analizé los recursos
sanitarios y no sanitarios de 627 pacientes con asma intermitente (21,2%), leve (24,6%),
moderada (27,6%) y grave (26,6%) durante 12 meses. Se observé que el coste anual por
paciente alcanzaba 1.726€, aumentando hasta 2.635 € en el asma grave. A nivel nacional,
se estimé un coste global del asma en Esparia de 1.480 millones de € anuales.

Posteriormente, Domingo C et al. (9) analizaron retrospectivamente una cohorte de
pacientes diagnosticados de asma al menos desde hacia un afo, durante 2016-2017, ya
en el contexto de las terapias bioldgicas. El 7,7% presentaba asma grave; de ellos, el 64,1%
tenia AGNC el 31,2% era corticodependiente y solo el 3,8% recibia bioldgicos. En este
estudio, los costes anuales por paciente fueron de 2.841 € en los pacientes controlados y
de 5.890 € en los no controlados. El incremento del gasto se asocio a la falta de control, el
numero de exacerbaciones, la eosinofilia, el uso cronico de GCO, la comorbilidad y la edad.

En conjunto, tanto en el ambito internacional como en el nacional, la evidencia
demuestra que la falta de control y la gravedad del asma se asocian a un incremento
sustancial de los costes sanitarios, incluso en la era de las terapias biolégicas (9,262,263).

Las nuevas terapias bioldgicas han contribuido a un mejor control clinico del asma,

especialmente en los pacientes con formas graves refractarias. No obstante, su
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introduccion ha supuesto un incremento significativo en los costes sanitarios a nivel
mundial. En Espafa, se estima que los tratamientos farmacoldgicos representan
aproximadamente el 85% de los costes totales en pacientes con AG. Concretamente, el
coste farmacoldgico se multiplica por 12 en los pacientes tratados con terapias bioldgicas
en comparacion con aquellos que no reciben este tipo de tratamiento (13.124€ frente a
1.100€ por paciente y afio, respectivamente) (94).

Diversos estudios han evaluado el analisis coste -efectividad de la terapias biolégicas
en distintos contextos internacionales. En Japon, se aplic6 un modelo Markov para
comparar el tratamiento estandar en monoterapia con la adicion de omalizumab en
pacientes en vida real. El coste incremental ajustado por afio de vida ganado (ICER) fue
de 21.000 €, siendo los factores mas determinantes del modelo la mortalidad por
exacerbaciones graves, los sintomas diarios de asma y el coste anual del tratamiento
biologico. El estudio concluyd que la combinacion de omalizumab resultaba coste-efectiva
en pacientes con asma alérgica no controlada pese a dosis altas de Cl (264).

En ltalia, utilizando los datos del estudio PROXIMA (265), se evaluaron variables
como eficacia, consumo de recursos sanitarios y calidad de vida tras 12 meses de
tratamiento con omalizumab. La razén de coste-efectividad incremental (RCE) fue 56.847€
por afio de vida ajustado por calidad (AVAC) ganado. Segun el analisis de sensibilidad,
omalizumab proporciond un uso eficiente de los recursos sanitarios, estimandose una
reduccion global de costes del 20%.

En Portugal, a partir de datos de vida real procedentes del registro eXpeRience, se
calculd que la un ICER de 2.244€ por exacerbacion grave evitada, y una reduccion de
costes de 1.750€ recursos sanitarios relacionados (hospitalizaciones, visitas urgentes,
consultas no programadas y absentismo laboral) (266).

En Espafia, Vennera MC et al. (267) realizaron un estudio observacional retrospectivo
en su unidad de asma para evaluar el coste-efectividad de omalizumab en comparacion
con el tratamiento estandar basado en Cl. La efectividad se midié mediante el nUmero de
exacerbaciones evitadas y la mejoria en la puntuacion del cuestionario Asthma Control Test
(ACT); incluyendo tanto costes directos (uso de recursos sanitarios y tratamientos) como
indirectos (pérdida de productividad la laboral). La RCE obtenida fue de 1.130 € por
exacerbacion evitada y de 4.124€ por incremento de 3 puntos en el ACT.

Asimismo, en un estudio observacional multicéntrico realizado en Espana, Martinez-
Moragoén E et al. (268) analizaron el impacto econdémico y clinico de e la adicion de

omalizumab al tratamiento estandar. Las variables de efectividad, similares al estudio
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previo, incluyeron la reduccion de exacerbaciones y la mejoria en la puntuacion ACT,
incorporando costes directos e indirectos. La RCE fue de 1.789 € por exacerbacion evitada
y de 4.569€ por incremento de 3 puntos en el ACT. Los autores concluyeron que la
introduccion de omalizumab resulté coste- efectiva, con reduccion de los costes globales y
una mejora significativa del estado de salud de los pacientes.

Aunque el uso de terapias bioldgicas en el asma ha demostrado ser coste-efectivo,
el aumento progresivo de pacientes candidatos a estos tratamientos plantea la necesidad
de desarrollar estrategias de optimizacion que garanticen su sostenibilidad a largo plazo.
En otras patologias, la individualizacion de la dosis de anticuerpos monoclonales ha
permitido optimizar el uso de recursos sanitarios, bien mediante la reduccién de dosis
manteniendo la efectividad clinica, o bien mediante el incremento de dosis en aquellos
pacientes que requieren una mayor exposicion al farmaco para alcanzar el beneficio
terapéutico deseado. Segun diversos autores, en el contexto del asma, la aplicacion de
estrategias de ajuste individualizado podria permitir un uso mas eficiente de los
tratamientos bioldgicos, adaptando la intensidad terapéutica en funcion de la respuesta
clinica de cada paciente (231,269-271).
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2. HIPOTESIS

En pacientes con asma grave tratados con biolégicos que alcanzan la remision
clinica, es posible plantear un ajuste terapeéutico individualizado basado en criterios
clinicos, biomarcadores y/o concentraciones plasmaticas. Esta estrategia podria permitir la
reduccién de dosis o de la frecuencia de administracion sin comprometer la efectividad, al

tiempo que contribuiria a una utilizacion mas eficiente de los recursos sanitarios.

2.1. Justificacion del estudio

En la practica clinica, los tratamientos biolégicos para el AGNC se administran de
forma indefinida manteniendo los regimenes de dosificacion indicados en las fichas
técnicas. Estas pautas derivan de ensayos clinicos aleatorizados y controlados bajo
condiciones estrictas que sustentan su aprobacion.

No obstante, la evolucién heterogénea de la enfermedad, las particularidades
farmacocinéticas de los bioldgicos y las caracteristicas individuales sugieren que la
dosificacion deberia revisarse e individualizarse, especialmente en dos escenarios: en
pacientes con respuesta parcial, en los que podria plantearse una intensificacién, y en
aquellos en remisioén clinica en los que seria razonable plantear una reduccion de dosis o
frecuencia de administracion.

La experiencia en otras enfermedades inmunomediadas demuestra que, tras lograr
el control, es posible reducir dosis manteniendo la estabilidad, aunque la mayoria de los
estudios son retrospectivos. En el asma, una de las enfermedades cronicas mas
prevalentes, la evidencia disponible es muy escasa y mas limitada aun en lo que respecta
a estudios prospectivos bien disefiados.

El proposito de esta tesis es evaluar dos estrategias de ajuste del tratamiento
biologico en asma grave: un ensayo clinico para analizar la reduccion de omalizumab
considerando control clinico, biomarcadores y concentraciones plasmaticas; y la
determinacion de niveles plasmaticos de mepolizumab y benralizumab mediante

inmunoensayo para explorar su utilidad en la optimizacion individualizada.
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3. OBJETIVOS

3.1. Principal

El objetivo de esta tesis es valorar, si una reduccion de la dosis de omalizumab del
25% o del 50%, administrada a pacientes con asma alérgico grave clinicamente estable,
permite mantener el control de la enfermedad, tanto desde el punto de vista clinico como

analitico.

3.2. Secundarios

1. Determinar los niveles plasmaticos de omalizumab y su evolucién en funcién
del tiempo, la dosis inicial y el grado de reduccion, asi como analizar la influencia de la
reduccion de dosis sobre biomarcadores como la expresién de receptores FceRIl en
basdfilos, funcidon pulmonar y control clinico (ACT), identificando posibles factores
pronodsticos que permitan optimizar la reduccion de dosis.

2. Analizar la relacién coste-efectividad de la reducciéon de dosis de omalizumab
(25% y 50%) desde la perspectiva del sistema sanitario, considerando tanto los costes
directos como las medidas de efectividad clinica obtenidas durante el estudio.

3. Desarrollar y aplicar un inmunoensayo para detectar las concentraciones
plasmaticas de benralizumab y mepolizumab en pacientes con asma grave no controlada,

evaluando su aplicabilidad para estudios farmacocinéticos.
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4. METODOLOGIA

4.1. Diseio general de la tesis

Esta tesis se estructurd en torno a un objetivo principal y dos objetivos secundarios.
El objetivo principal se abordé mediante un ensayo clinico, mientras que los secundarios
se desarrollaron a través de un analisis econdémico y el disefio y validacién de una técnica
analitica. A continuacion, se describe la metodologia especifica empleada para cada uno

de ellos.

4.2. OPT-OMA-ASTHMA. Ensayo clinico

4.2.1. Diseno del estudio

El estudio fue un ensayo clinico fase IV post-comercializacién multicéntrico,
randomizado abierto, de dos brazos, prospectivo y longitudinal, autorizado por la Agencia
Espafola de Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS) (10.4. Anexo 4) y aprobado
por el Comité Etico de investigacién Clinica (CEIm Parc de Salut Mar) (versién 3.
09/JUN/2022) en octubre de 2022 (10.5. Anexo 5). El numero de registro del ensayo clinico
en el EudraCT era 2021-005578-24. Con la transicién a CTIS, el codigo correspondiente
fue 2025-520782-48-00.

Se tratd de un ensayo clinico de baja intervencion porque el omalizumab ya disponia
de indicacién para el tratamiento del asma alérgica. Los procedimientos complementarios
fueron justificados como una carga minima dentro de la practica clinica habitual.

Dado que los pacientes incluidos en el estudio ya estaban en tratamiento con
omalizumab, el estudio se disend sin ningun tipo de enmascaramiento, ni en la
administracion del tratamiento, ni en la asignacién al grupo de reduccién correspondiente.

Se optd por un disefio de dos brazos para valorar la respuesta a dos reducciones de
dosis distintas. Con el fin de facilitar el reclutamiento y alcanzar el tamafo muestral
calculado, se incorporaron mas centros al estudio.

Para evitar sesgos de seleccion y garantizar la fiabilidad de la comparacion entre los
grupos, los pacientes fueron aleatorizados en una proporcioén 1:1, utilizando asignaciones
predefinidas segun el orden de inclusion en cada centro, a una de las cohortes de
tratamiento segun la reduccion final de dosis (RFD) de omalizumab:

El estudio se realiz6é entre 2021 y continua en curso, con los pacientes actualmente

en fase de seguimiento. Las fases del estudio se describen en la siguiente tabla (Tabla 14):
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Tabla 14. Fases del estudio OPT-OMA-ASTHMA.

‘ Fase de disefio y aprobacién CEIC y AEMPS

‘ Diciembre/2021 - Octubre/2022 En junio 2022, se incorporaron 3 nuevos centros.

‘ Fase de reclutamiento

Se estimé un tamaino muestral de 110 pacientes, pero
Marzo/2022 — Julio/2024 finalmente se incluyeron 26 debido a dificultades en el
reclutamiento.

Fase de intervencion

La fase de intervencion consiste en 48 semanas por

Marzo/2022 — Mayo/2025 . s
paciente, con visitas mensuales.

Fase de seguimiento

Durante esta fase, el seguimiento se extiende durante
Marzo/2023 — Mayo/2026 51 semanas por paciente, con visitas
cuatrimensuales.

‘ Fase de recogida y analisis de datos

‘ Marzo/2022 - Julio 2027 Los datos fueron registrados en RedCap.

El ensayo clinico se llevo a cabo en los siguientes centros:

- Hospital del Mar

- Hospital Vall D’ Hebron

- Hospital Germans Trias i Pujol

Todos los pacientes firmaron el consentimiento informado (Cl) antes de su inclusion
en el estudio tras recibir informacién oral y escrita sobre el ensayo. En los casos en que el
paciente contara con un representante legal, este debia autorizar su participacion mediante
la firma del consentimiento En el Cl se reflejé la autorizacién para la obtencion y el uso de
muestras biolégicas con fines de investigacion. Las muestras fueron codificadas y tratadas
de forma confidencial.

El estudio se realizé conforme a los principios de la Declaracion de Helsinki, las
Buenas Practicas Clinicas (ICH-GCP), el Reglamento (UE) 2016/679 (RGDP) y la Ley
Organica 3/2018, de Proteccion de Datos Personales y garantia de los derechos digitales
(LOPDGDD).

En el 10.6. Anexo 6, se incluye una figura con el esquema del ensayo clinico y en el

10.7. Anexo 7, el diagrama del estudio.
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4.2.2. Poblacion de estudio
4.2.2.1. Reclutamiento

El reclutamiento tuvo lugar principalmente entre 2022 y 2024 en los centros
participantes. Los pacientes fueron identificados a través de consultas especializadas en
asma grave y seleccionados por los investigadores responsables en cada centro.

La identificacion se centré en pacientes que estaban recibiendo tratamiento con
omalizumab, desde al menos un afo antes del inicio del estudio.

Para garantizar el cumplimiento de los criterios de inclusion y exclusion, se revisé el
historial clinico y farmacoldgico de cada paciente antes de su inclusién en el estudio.
4.2.2.2. Criterios de inclusion

Se incluyeron pacientes entre 18 y 88 afos.

Para ser considerados aptos para el estudio, debian cumplir durante los 6 meses
previos a la fecha de inclusién los siguientes criterios:

- Adherencia adecuada al tratamiento con omalizumab.

- Puntuacion en el test ACT 219.

- FEV; estable (>80%) o el mejor valor alcanzable en pacientes con deterioro

pulmonar previo documentado.

- Ausencia de tratamiento con corticoides orales.

- Ausencia de visitas a urgencias o ingresos hospitalarios por crisis de asma.

Ademas, debian comprometerse a cumplir con el calendario de seguimiento del
estudio, incluyendo las visitas presenciales o telefénicas programadas.

Todos los participantes debian aceptar y firmar el Cl.
4.2.2.3. Criterios de exclusion

Se excluyeron los pacientes que no cumpliera alguno de los criterios de inclusion.

También se excluyeron aquellos que:

- Recibieran omalizumab por indicaciones distintas al asma grave.

- Estuvieran en tratamiento concomitante con inmunosupresores o corticoides

orales.

- Presentaran enfermedades respiratorias crénicas distintas al asma, como fibrosis

quistica, EPOC, cancer o inmunodeficiencias.
4.2.2.4. Cohortes del estudio
- Rama 1 (RFD del 25%): intervencion 1 (reducciéon del 25% de la dosis) sin

intervencion 2.

109



4. METODOLOGIA| 4.2. OPT-OMA-ASTHMA. Ensayo clinico

- Rama 2 (RFD del 50%): intervencion 1 (reduccion del 25% de la dosis) +
intervencion 2 (otra reduccién del 25% de la dosis).
La rama control consistio en los propios pacientes durante el afio previo a la inclusion,

sin reduccion de dosis (control intraindividual).

4.2.2.5. Calculo tamaino muestral

El tamafio muestral necesario se calculd considerando el objetivo del estudio de
demostrar que no hubo nuevas exacerbaciones tras la reduccion de la dosis, utilizando un
contraste de no inferioridad. Para ello, se realizaron las siguientes asunciones:

1. Tasa de exacerbaciones esperada. Se asumio que la tasa de exacerbaciones al
final del periodo seria, como maximo, del 15%.

2. Porcentaje sin exacerbaciones. Se consideré que, en ausencia de nuevas
exacerbaciones, el porcentaje esperado seria del 0%.

3. Margen de no inferioridad. Se fij6 un margen de no inferioridad 6=3%, de modo
que un incremento hasta el 18% (15% + 8) no se considerase clinicamente relevante. Este
margen se establecio en base a la variabilidad observada en estudios previos sobre ajustes
terapéuticos en el asma (Bateman ED et al.(272)). Concretamente, en nuestro estudio, el
margen es mas pequefo para evitar implicaciones clinicas significativas.

Bajo estos supuestos, se formularon las siguientes hipotesis:

1. Hipétesis nula (Ho): la tasa de exacerbaciones con la reduccion de dosis es =
18%.

2. Hipétesis alternativa (H1): la tasa de exacerbaciones con la reduccion de dosis
es < 18%.

Asumiendo un nivel de significacion a=0,05 y una potencia minima del 80% (p=0,2),
se calculd que el tamafo muestral necesario para alcanzar una potencia adecuada en cada
rama del estudio era de 55 pacientes, es decir, un total de 110 pacientes. Este tamano
muestral asegura suficiente poder estadistico para detectar diferencias con un nivel de
confianza del 95%.

Para la fase de comparacion entre ambas ramas, se utilizé como variable principal
de resultado la puntuacion en el cuestionario ACT. Se consider6 clinicamente relevante una
diferencia de 3 puntos en dicho test, con una desviacién estandar estimada de hasta 5
puntos. Con el tamafio muestral ya establecido, se requerian 45 pacientes en cada grupo

para mantener la potencia del 80% y el nivel de confianza del 95%.
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4.2.3. Intervenciones
4.2.3.1. Ajuste de dosis propuesto

Previamente al inicio del estudio, se definio una tabla (Tabla 15) de reduccion
progresiva de dosis y frecuencia de administracion para ambas intervenciones, basada en

una disminucién secuencial del 25% respecto a la dosis precedente.

Tabla 15. Dosis y frecuencia de administracion en cada intervencion segun la pauta

inicial del paciente

Dosis actual Intervencion 1 Intervencién 2
600 mg/4s 450 mg/4ds 300 mg/4s
450 mg/4s 300 mg/4s 225 mgl/4s
375 mgl4s 300 mg/4s 225 mgl4s
300 mg/4s 225 mgl/4s 150 mg/4s
225 mgl4s 150 mg/4s Mantener
600 mg/2s 450 mg/2s 600 mg/4s
450 mg/2s 600 mg/4s 450 mg/4ds
375 mg/2s 600 mg/4s 450 mg/4s
300 mg/2s 450 mg/4ds 300 mg/4s
225 mg/2s 300 mg/4s 225 mgl4s
150 mg/2s 225 mgl/4s 150 mg/4s
s: semanas

Durante el estudio, se llevaron a cabo dos intervenciones de ajuste de dosis:

Intervencion 1: en la semana 1, se realizé una primera reduccién del 25% sobre la
dosis total de omalizumab que recibia cada paciente. Se modificé la dosis o frecuencia de
administracion siguiendo lo indicado en la Tabla 15.

Intervencion 2: En la semana 24 (seis meses después de la primera intervencion),
se aplicd una segunda reduccién de la dosis del 25%, exclusivamente en aquellos
pacientes que mostraron una evolucion clinica favorable y que ademas, habian sido
asignados aleatoriamente a la rama 2 del estudio.

Tras cada intervencién, se establecié un periodo de 24 semanas para permitir
alcanzar el estado estacionario del farmaco, estimado como siete veces la semivida del
omalizumab (26 dias), y asegurar asi la estabilidad clinica antes de nuevas modificaciones.
4.2.3.2. Evaluacion clinica

La evaluacion clinica de los pacientes se realiz6 mediante la recogida sistematica de
variables clinicas, funcionales y bioldgicas en distintos momentos del estudio (ver apartado

4.2.4. procedimiento del estudio), con el objetivo de monitorizar la evolucion del asma y la
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respuesta al ajuste de dosis de omalizumab. Las variables analizadas se agrupan de la
siguiente manera:

+ Variables demogréficas y de anamnesis:

Se recopilaron datos demograficos de los pacientes, como edad, sexo, raza, indice
de masa corporal (IMC), entre otros, asi como informacion relevante de anamnesis, que
incluyé historial médico, comorbilidades y tratamiento previo. Las comorbilidades se
evaluaron mediante el indice de comorbilidad de Charlson, permitiendo una estimacion
estandarizada de la carga comérbida (273,274). Estas variables permiten caracterizar el
perfil de los pacientes y evaluar posibles factores que puedan influir en la respuesta al
tratamiento.

+ Variables clinicas:

Presencia de exacerbaciones (variable principal): se defini6 como cualquier
episodio de empeoramiento respecto a la situacion clinica basal que requiriese la
administracion de tratamiento especifico. Esto incluyd crisis asmatica, uso de corticoides
sistémicos, deterioro significativo del FEV4 habitual, visitas a urgencias y/o hospitalizacion
por causa asmatica. Cada episodio fue evaluado para confirmar su relacion directa con la
reduccion de dosis, descartando otras posibles causas.

Asthma Control Test (ACT): cuestionario completado por los pacientes para valorar
el control del asma en el momento de la evaluacion. Un valor ACT 219 indicd un buen
control del asma (275). EI ACT se aplicé en todas las visitas, tanto presenciales como
telefénicas, y se utilizé una escala validada adecuada segun el grupo de edad del paciente
(ver 10.1. Anexo 1).

Uso de corticoides: la administracién de corticoides fue revisada a través de la
prescripcion electroénica, lo que permitié monitorizar tanto la medicacion administrada como
la adherencia al tratamiento.

- Inhalados: los pacientes recibian corticoides inhalados a dosis altas de forma

crénica como tratamiento de base.

- Orales: se pautaron solo cuando era estrictamente necesario y durante el menor
tiempo posible, ya que su uso prolongado indicaba una pérdida de control de la
enfermedad.

Uso de medicacion de rescate (SABA): los pacientes con AG utilizaron

medicamentos de rescate, como los broncodilatadores de accion corta (SABA), solo en
momentos agudos. Un aumento en la necesidad de medicacion de rescate indicé un mal

control de la enfermedad. Se registr6 el uso de SABA en todas las visitas.
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+ Variables funcionales:

FEV1 (volumen espiratorio forzado en el primer segundo): representé el volumen
de aire que el paciente pudo exhalar de forma forzada durante el primer segundo de una
espiracién completa. Este parametro permitié evaluar el grado de obstruccién bronquial.
Un valor de FEV; inferior al 80% del valor teérico estuvo asociado con un mayor riesgo de
exacerbaciones asmaticas.

No obstante, en ciertos pacientes, debido a su fisiopatologia de base, no fue posible
alcanzar valores normales de FEV1 a pesar de un buen control clinico del asma. En estos
casos, se consideré como valor de referencia el mejor FEV+ registrado del paciente.

La valoracion de la funcién pulmonar incluia una espirometria forzada basal
(EasyOne, nnd Medical Technologies, Zurich, Suiza), asi como otra tras la administracion
del broncodilatador, de acuerdo con las normativas (276) y utilizando los valores de
referencia de la Global Lung Iniciative (GLI) (277).

Para facilitar el seguimiento funcional domiciliario, se proporcioné un espirémetro
portatil (Spirobank Smart®, MIR-Medical International Research, Roma, ltalia) a cada
paciente, que permitid realizar mediciones diarias de espirometria forzada (FEV:, FVC,
entre otros parametros). Los resultados se almacenaban automaticamente en el dispositivo
y se descargaban posteriormente para su analisis. Este modelo esta validado para uso
clinico y cumple con los estandares ATS/ERS. Mas detalles técnicos se incluyen en el 10.7.
Anexo 7 y en la pagina del fabricante (278).

Oxido nitrico exhalado (FEno): esta prueba permitié valorar el grado de inflamacién
bronquial, siendo un biomarcador no invasivo Uutil, para monitorizar la respuesta al
tratamiento antiinflamatorio y predecir el riesgo de exacerbaciones (37). La medicion se
realizd6 mediante un analizador especifico de d6xido nitrico exhalado (Evernoa®, Eversens
S.L., Pamplona, Espana). Este modelo estad validado para uso clinico y cumple con los
estandares ATS/ERS y SEPAR. Mas detalles técnicos se incluyen en el 10.7. Anexo 7 (279).

Los valores bajos de FEno se interpretaron como indicativos de buena respuesta
terapéutica (35).

+ Variables bioldgicas:

Se determind la IgE total, asi como el recuento de eosinéfilos en sangre periférica,
y basoéfilos.
Receptor de alta afinidad para IgE (FcRel): se midié la densidad de expresién del

receptor FcRel en la superficie de basofilos, como marcador indirecto de la actividad IgE-
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mediada. Esta determinacién se realizé mediante citometria de flujo, centralizada en el
laboratorio de inmunologia del Hospital del Mar, siguiendo protocolos estandarizados.

Concentracion plasmatica del omalizumab: se determind la concentracion valle
del farmaco antes de cada intervencion de reduccién de dosis en ambos grupos y al
finalizar ambas fases del estudio. Para la cuantificacién de los niveles plasmaticos se
empleo un kit comercial de inmunoensayo tipo ELISA (Omalizumab ELISAkit; RayBiotech®,
Peachtree Corners, GA, USA), siguiendo estrictamente las instrucciones del fabricante.
Mas detalles técnicos se incluyen en el 10.9. Anexo (280).

Los analisis se realizaron por duplicado para garantizar la reproducibilidad de los
resultados.

Todas estas variables biologicas fueron recogidas con fines exploratorios y
observacionales. Su analisis se realizé a posteriori para evaluar posibles asociaciones con
la respuesta clinica y la evolucion del paciente, sin que influyeran en las decisiones
terapéuticas durante el desarrollo del estudio.

Para categorizar la evolucion de cada paciente como favorable o no favorable se

establecieron criterios predefinidos, tal y como se resume en la siguiente tabla:

Tabla 16. Criterios de valoracion de la evolucién clinica

EVOLUCION DESCRIPCION

Favorable ACT 219 y FEV1 estable (+ 10% respecto al
valor previo). Ausencia de: crisis asmaticas,
necesidad de corticoides orales, visitas a
urgencias o ingresos.

No favorable Incumplimiento de uno o mas de los criterios
definidos en la categoria de evolucion
favorable.

ACT: Asthma control test; FEV1: volumen espiratorio forzado.

4.2.4. Procedimiento del estudio
4.2.4.1. Cronograma de visitas

A continuacion, en la Tabla 17 se presenta un esquema general del cronograma de

visitas que siguio cada paciente a lo largo del estudio:
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Tabla 17. Cronograma visitas estudio OPT-OMA-ASTHMA

Seguimiento-visita final (7
dias)

Mes 1 2/3|4|5 |6 |7 [8 |9 10 |11 |12 |13 |14 | 18 22 26
Visita 1 2/3|4|5 |6 |7 [8 |9 10 |11 |12 [ 13 | 14 | 15 16 17
Semana VSe Vi B 4 [8[12 |16 |20 28 (32 [36 [40 |44 [l 64+ SISO
Firma HIP/CI X

Historia clinica
Exploracion fisica X X | X | X X X X X X X X X X

Actividad Seleccién Inclusion Periodo de intervencion (7 dias)

Criterios seleccion X

Aleatorizacion
Cuestionario ACT
Exacerbaciones
FEV1

FEno

Analitica X
Niveles farmaco
IgE total X
Receptor FcRel
Revision terapia
Exploracion fisica
Efectos adversos
Reduccién dosis X
Visita telefénica X X X X
Visita presencial X X | x| x X X X X X X X X X

X [ X [ X | X

X [ X | X | X [X
X [ X | X | X [X
X [ X | X | X [X

X [ X [ X | X
X [ X | X | X [X
X [ X | X | X [X
X [ X | X | X [X

XX [ X | X [X X |X[X|X

XX |IX X X |X |X|X|X|X

X |IX [ XX [X [X[|X[X]|X|X|[X

X | X [ X | X [ X
x
x

X | X [ X | X [ X
x
x

XX XX [X X [|X[X|X[X|X]|X|[X

ACT: Asthma Control Test; FEV1: volumen espiratorio forzado; HIP/CI: hoja de informacién/consentimiento informado; VI: visita de inclusién; VSe: visita de
seleccion. Analitica: hemograma y bioquimica. Revision terapia (incluye corticoides orales e inhalados) *s6lo en rama 2.
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4.2.4.2. Tipo y numero de visitas

La evolucion clinica de los pacientes se evalué en un total de 17 visitas.

Durante la fase de intervencién (48 semanas), se realizaron 14 visitas por paciente,
combinando 4 visitas telefénicas y 9 visitas presenciales, aproximadamente cada cuatro
semanas. En esta fase se realizaron 9 analiticas.

Durante la fase de seguimiento (51 semanas), se realizaron 3 visitas presenciales,
con una frecuencia de aproximadamente una visita cada cuatro meses. En todas ellas se
realizaron analiticas de control.

Las variables recogidas en las visitas presenciales y telefénicas se resumen en la
Tabla 18. De forma general, en cada tipo de visita se realizaron las siguientes acciones:

Visitas presenciales: se interrogd al paciente sobre el numero de exacerbaciones,

inhaladores habituales y el uso de medicacion de rescate; se evaludé la adherencia al
tratamiento; se realizé exploracion fisica, cuestionario ACT, espirometria, medicién de FEno
y analitica de control (hemograma, bioquimica e IgE). En algunas visitas se determinaron
también los niveles del receptor FceRI y se guardd suero para la determinacion posterior

de niveles de omalizumab.

Visitas telefénicas: se contactd con el paciente para registrar las variables clinicas y
los resultados de espirometria portatil. También se revisé el uso de inhaladores, la

necesidad de medicacion de rescate y las visitas a urgencias.

Tabla 18. Variables de las visitas presenciales y telefénicas.

Variable Visita telefonica Visita presencial
Cuestionario ACT v N4
Exacerbaciones v v
Espirometria v v
FENo v
Analitica (eos, linf, basof, IgE) N4
Receptor FcRel v
Niveles de farmaco v*
Exploracion fisica v
Revision tratamiento v N4
Ajuste frecuencia de administracion v*
Disminuir el 25% de la dosis total v*
Planificacion visitas de seguimiento v*

ACT: Asthma control test; eos: eosindfilos; linf: linfocitos; basof: basoéfilos. * Solo se realiza en
determinadas visitas.
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4.2.4.2.1. Valoraciéon basal v recogida de datos iniciales

Semana 0. Visita de inclusion.

Una vez seleccionado el paciente, se programé una visita de inclusién, coincidiendo
con su visita habitual en la unidad de asma. En esta visita, se le explico en detalle el
proyecto de investigacion y, en caso de aceptar, firmd el consentimiento informado de forma
voluntaria.

Durante esta visita se recogieron los datos basales que incluyeron: cuestionario ACT,
prueba de FEno, analitica (eosindfilos, IgE, linfocitos y receptor FcRel).

Ademas, se le entrego el espirédmetro portatil junto con una hoja de registro de visitas,
que contenia instrucciones e informacién relevante para el seguimiento (ver 10.10. Anexo
)-

4.2.4.2.2. Sequimiento clinico durante la fase de intervencion

+ Visitas presenciales (10.11. Anexo 11):

Semana 1: primera intervencion 1 (reduccion del 25% de la dosis total y ajuste de
frecuencia de administracion a cada 4 semanas). Ademas, se realizo la determinacion del
receptor FcRel de baséfilos y se guardd suero para analisis posterior de niveles de
omalizumab.

Semana 4, 8, 16, 28, 32 y 40: visitas de control. Durante este tiempo, se consideré
que el paciente aun no habia alcanzado el estado estacionario (niveles estables de
farmaco), por lo que se continudé unicamente con la monitorizacién clinica y analitica
correspondiente. En las semanas 4 y 28, post ajuste de dosis, se repitio la determinacion
del receptor FcRel.

Semana 24: punto clave de evaluacion. Se considerdé que el paciente habia
alcanzado el estado estacionario farmacocinético.

+ Pacientes de la rama 1: mantuvieron la misma dosis.

+ Pacientes de la rama 2: se les redujo la dosis un 25% adicional (segunda
intervencion).

Se realizaron nuevas determinaciones del receptor FceRl y recogida de suero.

Semana 48: final de la fase de intervencion. Si el paciente mostraba buena evolucién
clinica, se fijaba la dosis como dosis de mantenimiento. También se recogié suero y se
determiné receptor FceRI.

+ Visitas telefonicas (10.12. Anexo 12):

Se realizaron en las semanas 12, 20, 36 y 44.
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Durante este periodo, los pacientes llevaron un registro de los sintomas y del uso de
corticoterapia oral. Ademas, se reforzé la importancia de utilizar el espirometro portatil tres
veces por semana para registrar electronicamente el valor de FEV1.

4.2.4.2.3. Sequimiento clinico durante la fase de seguimiento

+ Visitas presenciales (10.11. Anexo 11):

Semana 64 y 80: visitas de control del estado clinico y analitico.

Semana 96: visita final del estudio. Se realizd evaluacion clinica completa,
determinacion del receptor FcRel de basofilos y se guardd suero.

A continuacioén, se presenta en la Tabla 19 un resumen de las visitas del estudio, con
la semana correspondiente, tipo de visita (presencial o telefénica) y las intervenciones
realizadas (control programado o teléfono o de seguimiento, determinacién de receptor o

extraccion de muestras de suero).

Tabla 19. Numero de visita y descripcion.

Visita (semana) Visita Descripcion

Visita 1 (semana 0) Presencial Inclusion

Intervencion 1 (reduccion de dosis y ajuste de

Visita 2 (semana 1) Presencial frecuencia) + FceRl y suero

Visita 3 (semana 4) Presencial Control programado + FceRI

Visita 4 (semana 8) Presencial Control programado

Visita 5 (semana 12) Telefénica Control telefénico

Visita 6 (semana 16) Presencial Control programado

Visita 7 (semana 20) Telefonica Control telefénico

Visita 8 (semana 24) Presencial ::né(:a’le;gil?grs (reduccion adicional de dosis*) +
Visita 9 (semana 28) Presencial Control programado + FceRI

Visita 10 (semana 32) Presencial Control programado

Visita 11 (semana 36) Telefénica Control telefénico

Visita 12 (semana 40) Presencial Control programado

Visita 13 (semana 44) Telefénica Control telefénico

Visita 14 (semana 48) Presencial 5\$Igre;cién para fase de mantenimiento + FceRI
Visita 15 (semana 64) Presencial Control de mantenimiento

Visita 16 (semana 80) Presencial Control de mantenimiento

Visita 17 (semana 96) Presencial Fin de participacion + FceRl y suero

*Solo en rama 2. En las visitas de las semanas 1, 24, 48 y 96, el suero almacenado fue
posteriormente utilizado para el analisis farmacocinético mediante técnicas de inmunoensayo.
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4.2.4.2.4. Manejo falta de respuesta

Si el paciente no mostraba una evolucion favorable en algun momento del estudio,
se programaba una cita adicional para evaluar si existia una relacién directa con la
reduccion de dosis. En caso de confirmarse dicha relacion, se restablecia la dosis inicial y

el paciente era excluido del estudio.

4.2.4.3. Recogida y almacenamiento de las muestras biologicas

Las muestras biolégicas se identificaron mediante un cédigo unico por paciente,
formado por: cédigo del hospital, nUmero de paciente, fecha de la extraccion. Los codigos
identificativos de los hospitales fueron 001 (Hospital del Mar), 002 (Hospital Vall d’Hebron),
003 (Hospital Can Ruti) y 004 (Hospital Clinic).

Las muestras se almacenaron a —20 °C, conforme a los protocolos establecidos,

garantizando su trazabilidad y la confidencialidad de los datos en todo momento.
4.2.4.4. Recogida de datos

La recogida de datos se realizé de forma prospectiva durante todo el periodo de
seguimiento, a través de visitas presenciales y telefonicas (ver apartado 4.2.4.1.
Cronograma de visitas 'y 4.2.4.2. Tipo y numero de visitas).

En cada visita, se recogieron de forma sistematica las variables previamente
definidas siguiendo el protocolo establecido. Los datos fueron registrados en la historia
clinica electrénica del paciente.

Posteriormente, todos los datos fueron registrados electronicamente en una base de
datos electronica (RedCap), que actué como cuaderno de recogida de datos (CRD) del

estudio, y se utilizaron exclusivamente con fines de investigacion.

4.2.5. Analisis estadistico
4.2.5.1. Descripcién de los datos

El analisis principal se realizd6 por protocolo, incluyendo unicamente aquellos
pacientes que completaron el seguimiento segun el procedimiento establecido. Esta
eleccion se justifica por el objetivo de evaluar la efectividad real de la intervencion bajo
condiciones controladas y la baja proporcién de pérdidas en la muestra.

Se describieron las caracteristicas basales de los pacientes tanto al inicio del
tratamiento con omalizumab como al inicio de la intervencion, incluyendo variables
demograficas y antecedentes clinicos relevantes. Asimismo, se presentd la evolucion
clinica, funcional y bioldgica a las 24, 48 y 96 semanas del inicio del estudio. En este ultimo

caso, se cogio el valor correspondiente de la visita 8,14 y 17 respectivamente. Si no se
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disponia del dato, se cogi6 el dato previo mas cercano a esa visita con un maximo de 6
meses.

Se comprobd la normalidad de las variables cuantitativas mediante la prueba de
Shapiro-Wilk, considerando ausencia de normalidad si p < 0,05. Sin embargo, para unificar
la presentacion, todas las variables se expresan como media + desviacion estandar.

Dado que algunos datos estaban ausentes en determinadas variables, las
comparaciones se realizaron de manera independiente, por lo que el tamafio de muestra
puede variar entre analisis.

Para las variables paramétricas se utilizé la prueba t de Student, y para las no
paramétricas, la prueba de U de Mann-Whitney. En las variables categéricas, dada la
muestra disponible, se aplico la prueba exacta de Fisher. En caso de no encontrarse
diferencias, no se calcularon los intervalos de confianza del 95%.

Se llevaron a cabo analisis de comparacién entre el periodo previo y los distintos
momentos de la fase de intervencion, asi como con el periodo de seguimiento. Al tratarse
de mediciones repetidas en los mismos pacientes, se aplicé la prueba t de muestras
apareadas para variables normales y la prueba de Wilcoxon para variables no
paramétricas.
4.2.5.2. Anadlisis de efectividad

Al finalizar el estudio, se compararon ambas ramas (reduccion del 25% vs del 50%)
respecto a las diferentes variables de interés: clinico, funcional y biolégico. Para ello, se
considerd la pertenencia a cada rama, como el factor principal del analisis. Las
comparaciones bivariadas se realizaron mediante la prueba x* o el test exacto de Fisher
para variables categéricas, y mediante la prueba U de Mann-Whitney para variables
cuantitativas, dado el tamafo muestral limitado y el riesgo de distribuciones no normales.

Se considero como estadisticamente significativo un valor de p < 0.05.
4.2.5.3. Analisis multivariante

El anadlisis multivariante se planted Unicamente si se identificaban variables
potencialmente asociadas con la adecuacion de la reduccion de omalizumab. Se
consideraron candidatas aquellas variables con significacion estadistica en el analisis
univariante (p < 0,05), asi como aquellas con relevancia clinica o con tendencia a la
significacion (p < 0,10). En ausencia de diferencias relevantes entre grupos, no se realizd

analisis multivariante.
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Se realiz6 un modelo de regresion logistica para identificar posibles factores
independientes asociados a la aparicion de exacerbaciones al final del seguimiento. Se
incluyeron como variables candidatas aquellas recogidas durante el estudio: demograficas,
antecedentes clinicos, variables clinicas, funcionales y biolégicas. La seleccion de
variables se realiz6 considerando criterios clinicos y su significacion en el analisis bivariado
previo.

La interaccion tiempo x grupo se evalu6 mediante ANOVA de medidas repetidas
dentro de un modelo lineal general, considerando el factor dentro de sujeto (periodo) y el
factor entre sujetos (grupo de reduccién). Se verificé la esfericidad mediante el test de
Mauchly, y cuando no se cumplid, se aplico la correccion de Greenhouse-Geisser.
4.2.5.4. Analisis niveles de omalizumab

La relacion entre la concentracién plasmatica (Cp) y la dosis administrada de
omalizumab previa a cada extraccion, se representé graficamente.

La distribucion de las variables se evalué mediante la prueba de Shapiro—Wilk. Sin
embargo, para unificar la presentacion, todas las variables se expresan como media +
desviacion estandar. En caso de normalidad; las comparaciones entre dos grupos
independientes se realizaron con la prueba t de Student, y entre tres 0 mas grupos con un
ANOVA de un factor seguido de la prueba post hoc de Tukey. Cuando se trataba de
muestras apareadas, se utilizé la t de Student para dos grupos o un ANOVA de medidas
repetidas para tres o0 mas grupos. En ausencia de normalidad, las comparaciones entre
dos grupos independientes se efectuaron con la prueba de Mann—\Whitney, y entre tres o
mas con la prueba de Kruskal-Wallis seguida de la correccién de Dunn. Para muestras
apareadas, se aplicé la prueba de rangos con signo de Wilcoxon o la prueba de Friedman.

En los andlisis de comparacion de tres grupos, cuando las observaciones estaban
apareadas, pero no se disponia de todos los datos, se aplicé la prueba de Kruskal-Wallis
considerando los grupos como independientes. Este enfoque evitd la exclusion de un
numero elevado de pacientes, asumiendo la limitacion de pérdida de potencia estadistica.

La correlaciéon entre variables cuantitativas se evalué mediante el coeficiente de
Pearson (para distribuciones normales) o de Spearman (para distribuciones no normales).

Se analizo6 la evolucion global e individual de las Cp valle de omalizumab en los cuatro
puntos de extraccion (basal, 6, 12 y 24 meses). Asimismo, se compararon las Cp en cada
momento y se realizaron subanalisis segun el grado de reduccion (25% vs. 50%) y la pauta
posolégica inicial (150-300 mg, 450-750 mg y 900-1200 mg).
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Por ultimo, se exploré la relacion entre las concentraciones plasmaticas y diferentes
biomarcadores clinicos y funcionales (ACT, IgE, eosindfilos, FEV.:% y FeNO), con
subanadlisis estratificados segun el grupo de reduccion y la pauta posolégica inicial.

Se considerd un valor de p < 0,05 como estadisticamente significativo y se calcularon
intervalos de confianza al 95%.

El analisis estadistico se realizé principalmente con los programas SPSS (version 22)

y GraphPad-Prism (versién 10.5.0).
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4.3. Analisis de coste-efectividad

Para complementar los resultados clinicos del ensayo, se realizé un analisis de coste-
efectividad intraindividual, comparando los costes y la efectividad del tratamiento con
omalizumab en dos periodos consecutivos: antes y después de la reduccion de dosis. Y en
aquellos pacientes que alcanzaron el final del estudio, también se incluyé el tercer periodo:
fase de seguimiento.

Estos analisis permitieron valorar la eficiencia econdmica de la estrategia de ajuste
de dosis en pacientes con asma grave, utilizando medidas clinicas de control del asma y

costes directos sanitarios como variables principales.

4.3.1. Diseno del analisis

Con el objetivo de evaluar la eficiencia de la reduccion de dosis de omalizumab, se
llevé a cabo un analisis intraindividual, donde cada paciente actué como su propio control.
Se compararon dos periodos consecutivos de 12 meses: el primero bajo el régimen
estandar de dosificacion (pre- intervencién), y el segundo tras aplicar una reduccién de
dosis del 25% o 50% (post- reduccién). En los pacientes que finalizaron el estudio, se
incorpord un tercer periodo de seguimiento posterior a la reduccion.

Este disefio permitié minimizar la variabilidad interindividual en la respuesta clinica y
en el uso de recursos sanitarios, siendo es especialmente adecuado en el contexto de un
estudio de no inferioridad.

El analisis se llevo a cabo desde la perspectiva del sistema sanitario, considerando
Unicamente costes directos sanitarios. El horizonte temporal fue de 12 meses para cada
uno de los dos periodos analizados (afio estandar y ano de reduccion de dosis). En los
pacientes que completaron el estudio, se incorporé un tercer periodo de seguimiento
posterior a la reduccion de dosis, también de 12 meses. Esta aproximacion se ajusta a las
recomendaciones metodoldgicas recogidas en guias internacionales, como las CHEERS
2022 (Consolidated Health Economic Evaluation Reporting Standards) (281).

4.3.2. Poblacion incluida en el analisis de coste-efectividad

Se incluyeron en este analisis todos los pacientes de la cohorte que dispusieron de
datos completos de costes y medidas de efectividad en el periodo basal y al final de la fase
de intervencion tras la reduccién de la dosis de omalizumab. Se excluyeron aquellos que
no completaron esta fase o que presentaron datos incompletos que impidieran el calculo

de la razon de coste-efectividad incremental. En el tercer periodo de seguimiento, se
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incluyeron unicamente aquellos pacientes que finalizaron el estudio con datos completos

de costes y medidas de efectividad correspondientes a este periodo adicional de 12 meses.

4.3.3. Costes incluidos

Se recogieron los costes directos sanitarios relacionados con la atencién de los
pacientes, derivados de:

- Tratamiento omalizumab: calculado en funcién del niumero de inyecciones

administradas durante el periodo del estudio.

- Visitas médicas: se incluyeron consultas en atencién primaria, especializada y
servicios de urgencias.

- Administracion del tratamiento: se contabilizé el nimero de inyecciones
administradas por personal de enfermeria.

- Hospitalizaciones: se consideraron los ingresos relacionados con
exacerbaciones asmaticas, su duracién y el coste asociado.

- Pruebas complementarias: se incluyeron analiticas de laboratorio y pruebas
funcionales respiratorias.

- Medicacion de rescate: se valoro el uso de broncodilatadores SABA y corticoides
orales.

- Coste directo total: suma de los costes asociados al tratamiento con
omalizumab, visitas médicas (atencién primaria, especializada y urgencias),
administracion por personal de enfermeria, hospitalizaciones y pruebas
complementarias (analiticas de laboratorio y pruebas funcionales respiratorias).

Para la estimacion de los costes directos sanitarios se emplearon como referencia
las tarifas oficiales del Sistema Nacional de Salud, reguladas por el Ministerio de Sanidad
(282), asi como los costes de la medicacion de dispensacion hospitalaria regulados por la
Generalitat de Catalunya, correspondientes al periodo 2021-2024 (283).

Aunque el estudio fue multicéntrico, se aplicaron de manera homogénea los costes
unitarios proporcionados por el Servicio de Control de Gestion del Hospital del Mar, tanto
para los procedimientos clinicos (consultas, hospitalizaciones, administracion del
tratamiento, pruebas complementarias), como para los recursos humanos implicados
(personal médico y de enfermeria), (informacion obtenida mediante comunicacion
personal, 2025).

Cabe sefialar que estos precios pueden verse modificados por factores como la
inflacion, ajustes institucionales o cambios en las politicas sanitarias. Por ello, se asumié

una variabilidad estimada del 2%-5% anual.
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La Tabla 20 muestra los costes unitarios utilizados en el analisis econémico:

Tabla 20. Costes sanitarios unitarios aplicados en el analisis.

Concepto Coste (€)
Atencion Médica

Consulta Atencién Primaria 33,00
Consulta Especialista 230,00
Visita a Urgencias 216,67
Hospitalizacién (dia estandar) 603,00
Alta neumologia (episodio) 8.957
Pruebas complementarias

Analitica basica 30,00
Espirometria simple 50,00
Radiografia de térax 40,00
Medicacion de rescate

Inhalador SABA (salbutamol) 2,50
Corticoides orales (prednisona) 1,50

Tratamiento de estudio

Jeringa omalizumab 150 mg 320,00
Jeringa omalizumab 75 mg 160,00
Administracién de inyeccién 65,00

Expresados en euros (€). Los precios fueron obtenidos del Servicio de Control de Gestion del
Hospital del Mar (comunicacioén personal, 2025), del Ministerio de Sanidad (283) y de la Generalitat
de Catalunya (283). Se aplicaron de forma uniforme a todos los pacientes del estudio.

4.3.4. Medida de efectividad
La efectividad clinica se evalu6 mediante:
- Numero de exacerbaciones graves a lo largo de cada afio.
- Puntuacion del cuestionario ACT al inicio y a los 12 meses de cada periodo.
- Uso de medicacion de rescate (frecuencia de utilizacién documentada).
- Variabilidad FEV1.

4.3.5. Analisis comparativo

Se realizé un analisis comparativo entre el periodo basal y el periodo de reduccion
de dosis, asi como entre el periodo basal y el periodo de seguimiento en aquellos pacientes
que completaron, el tercer periodo. El estudio recogié tanto costes, como medidas de

efectividad clinica (ACT y numero de exacerbaciones), por lo que se previd aplicar un
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analisis de coste-minimizacion en caso de equivalencia y un cociente incremental de coste-
efectividad (ICER) en caso contrario.

En este analisis se calculo el coste total anual por paciente y la diferencia de costes
entre ambos periodos, considerando los distintos grupos de reduccién de dosis (25% o
50%).

Ademas, se realizaron representaciones graficas descriptivas del coste, incluyendo
diagramas comparativos entre los diferentes grupos de reduccion de dosis y la evoluciéon
mensual del coste por paciente.

Cabe destacar que, debido al disefio del presente estudio como ensayo clinico, el
numero de visitas médicas, analiticas y procedimientos durante el afio de intervencion
(reduccién de dosis), fue superior al del periodo previo, como resultado de la aplicacién del
protocolo de seguimiento intensivo. Esta diferencia estructural puede influir en el coste
sanitario total de dicho periodo y debe tenerse en cuenta al interpretar los resultados del

analisis de coste-efectividad.

4.3.6. Analisis de sensibilidad

Se llevo a cabo un andlisis de sensibilidad univariante determinista para evaluar la
robustez de los resultados frente a posibles variaciones en los parametros econémicos
considerados.

Este analisis consistiéo en modificar individualmente los valores base de las variables
mas relevantes del modelo, dentro de un rango plausible (+20%) y observar su impacto
sobre el resultado principal del analisis econdmico, expresado como la diferencia de costes
entre el afo de reduccion de dosis y el ano estandar.

Las variables seleccionadas para el andlisis de sensibilidad incluyeron parametros
econdmicos con mayor incertidumbre o que pueden verse influenciados por el disefio del
estudio. En particular, con el fin de reflejar mejor la practica clinica habitual y evitar
sobreestimaciones de costes, se evalué el impacto de posibles variaciones en:

- Coste unitario de omalizumab: considerando la posible entrada de biosimilares y

fluctuaciones en el precio por jeringa.

- Frecuencia de recursos asistenciales: debido al seguimiento mas intensivo

implementado durante el afio de reduccién de dosis en el contexto del ensayo
clinico, se analizaron escenarios con una reduccion en:

= Numero de visitas médicas.

= Pruebas complementarias (como espirometrias y analiticas).

» Administraciones por parte de enfermeria.
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En cada escenario, se calculé nuevamente el coste total asociado a cada periodo y
se analizo, si las conclusiones respecto a la no inferioridad clinica y la eficiencia econémica
del ajuste de dosis de omalizumab, se mantenian estables. En caso de identificar variables
que tengan un impacto determinante en el resultado global, estas fueron consideradas
como elementos criticos en la interpretacion de los resultados y potenciales focos de
mejora en futuros estudios o decisiones de implementacion.

Finalmente, se representaron los resultados del analisis de sensibilidad mediante un
diagrama de barras, permitiendo visualizar el impacto relativo de la variacion del coste de

omalizumab sobre la diferencia de costes.

4.3.7. Anadlisis estadistico

La normalidad de las variables cuantitativas se evalué mediante la prueba de
Shapiro—Wilk y la inspeccion visual de histogramas y graficos Q—Q. Independientemente
de la normalidad, para unificar los resultados, las variables se describieron como media +
desviacion estandar (DE).

Para la comparacion de costes y medidas de efectividad entre dos momentos del
mismo paciente se utilizaron pruebas para datos apareados: t-Student para datos
apareados o prueba de Wilcoxon, si la distribucién no era normal. Para la comparacién
entre grupos independientes se empled la t-Student para muestras independientes o la
prueba de Mann—Whitney, segun procediera. Se asumié varianzas iguales si en la prueba
de Levene, p> 0,05.

Las variables cualitativas se expresaron como frecuencias absolutas y porcentajes.
La comparacién entre grupos se realiz6 mediante el test exacto de Fisher, dado el tamafio
muestral. Para variables dicotdbmicas se calcularon odds ratios con sus intervalos de
confianza al 95%.

En caso de valores perdidos, no se realizé imputacién y los andlisis se efectuaron
con los datos disponibles para cada variable.

Se considerd un valor de p < 0,05 como estadisticamente significativo. Todos los
intervalos de confianza (IC) se presentan al 95%. El andlisis estadistico se realizd

principalmente con los programas SPSS (version 22) y GraphPad Prism (version 10.5.0).
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4.4. Cuantificacion de los niveles plasmaticos de
benralizumab y mepolizumab mediante técnicas de ELISA

Este objetivo se centra en el desarrollo y validacién de una técnica analitica fiable y
precisa para la cuantificacion de concentraciones plasmaticas de terapias anti IL-5 y anti
IL-5R en pacientes con asma grave. La implementacién de este método permitira evaluar
la exposicion individual a los farmacos, lo que representa un paso fundamental para la
futura individualizacién de la posologia y la optimizacién de la respuesta terapéutica.

El proceso de desarrollo consistié en tres etapas, cada una con sus propios enfoques

y métodos. Estas fases se describen de forma cronoldgica en los apartados siguientes.

4.4.1. Fundamento del desarrollo del método

Benralizumab y mepolizumab son anticuerpos monoclonales indicados para el
tratamiento del asma grave eosinofilica, actuando mediante el bloqueo directo o indirecto
de la IL-5. Actualmente forman parte del arsenal terapéutico junto a otras tres moléculas
dirigidas a dianas inmunoldgicas especificas.

Si bien las dosis aprobadas para estos farmacos son fijas e independientes de las
caracteristicas individuales del paciente o de la respuesta clinica, la determinacion de
niveles plasmaticos podria aportar informacion relevante sobre la exposicion individual y
facilitar una posible individualizacién del tratamiento.

Sin embargo, para ninguno de los dos farmacos existia un método estandarizado y
validado para la determinacion de estos anticuerpos en matrices bioldgicas.

Tanto en los estudios farmacocinéticos de registro de benralizumab y mepolizumab
(284,285), como en el caso de otros anticuerpos monoclonales, la técnica de referencia
empleada para la cuantificacion sérica es el inmunoensayo tipo ELISA. Ademas, diversas
publicaciones que describen el desarrollo de ensayos ELISA de produccién propia para la
cuantificacion de mAbs también emplean esta técnica (227,228,286), lo que respalda su
eleccion inicial para el desarrollo del método en esta tesis.

Por tanto, se optdé por el desarrollo de un inmunoensayo tipo ELISA para la
determinacion de benralizumab y mepolizumab en muestras de suero de pacientes con
asma grave en tratamiento estable con alguno de estos farmacos durante al menos un afio.

Disponer de esta herramienta permitiria relacionar la exposicién plasmatica individual
con la evolucion clinica, proporcionando una base objetiva para plantear estrategias de

individualizacién posoldgica en este tipo de pacientes.
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4.4.2. Procedimiento experimental

Durante el desarrollo del inmunoensayo para la determinacion de niveles
plasmaticos, se evaluaron diferentes variantes de la técnica ELISA, con el objetivo de
alcanzar una metodologia sensible y reproducible. Se llevaron a cabo tres enfoques
sucesivos: un ELISA indirecto, un ELISA tipo sandwich y el uso de un kit ELISA comercial

previamente protocolizado.
4.4.2.1. Fundamento técnico de Ila técnica ELISA

Las etapas fundamentales del desarrollo de un ELISA se muestran en la Figura 33.
En cada una de él, se recalca los puntos clave que se pueden modificar o adaptar para
lograr la optimizacion del procedimiento. Estos consisten en factores como tipo de tampoén,
nuamero y duracion de los lavados, temperatura y tiempo de incubacion, entre otros. Todos
estos elementos deben de ajustarse cuidadosamente durante la fase de desarrollo.

Ademas, para garantizar la fiabilidad de los resultados, se aplicaron controles de
calidad internos durante el desarrollo del inmunoensayo. Se incluyeron controles negativos
(blancos) para establecer el fondo de la sefal y las determinaciones se realizaron por
duplicado, lo que permitié evaluar la reproducibilidad intraensayo.

Todas las lecturas se hicieron a 450 y 610 nm con el espectrofotometro de
microplacas (Infinite® 200 PRO, Tecan Group Ltd.)

En los siguientes apartados se describen los materiales, reactivos, procedimientos y

optimizaciones especificas empleadas en cada tipo de ELISA explorado.
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1. Captacion del antigeno

- Inmovilizacion Ac/Ag: se usa una solucién proteica

- Optimizacion: tampén PBS/carbonato, placas (afinidad), concentracion Ag/Ac

2. Blogueo

- Saturacién sitios de union libre: 1 especificidad y | ruido
- Optimizacioén: tampén BSA

3. Adicidon de muestras/ estandares

- Curva de calibrado y muestras diluidas
- Optimizacion: diluyente estandar/muestras (PBS/BSA/T)

|4|

4. Deteccidn por el anticuerpo secundario conjugado (Ac2c)

- Interaccion entre Ac2c con Ac
- Optimizacion: especificidad y afinidad de Ac2c, dilucién Ac2c

5. Sefal de deteccion (colorimétrica)

|4l

- Reaccion entre enzima (HRP) y sustrato (TMB)
- Optimizacién: longitud de onda

Figura 33. Pasos del desarrollo de un inmunoensayo ELISA.

Ac: anticuerpo; Ac2c: anticuerpo secundario conjugado; Ag: antigeno; BSA: albumina de suero
bovino; PBS: solucién salina tamponada con fosfato; HRP: peroxidasa de rabano picante; T: Tween
(detergente no-idnico, evita interacciones no especificas); TMB: 3,3',5,5'-tetrametilbencidina.
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4.4.2.2. ELISA indirecto

El principio del ELISA indirecto se basa en la inmovilizacién del antigeno sobre la
superficie de la placa. Se afade la muestra del paciente, donde se encuentra el anticuerpo
primario (Ac1) especifico frente al antigeno. En el caso de la cuantificacion de mAbs, este
Ac1 corresponde al propio farmaco que se desea medir (objetivo del estudio). A
continuacion, se afiade un anticuerpo secundario (Ac2) conjugado con una enzima (Ac2c),
que reconoce al Ac1. El Ac2c suele ser policlonal y puede no ser especifico de especie, lo
que proporciona cierta versatilidad al método.

De acuerdo con la evidencia publicada sobre el desarrollo de inmunoensayos ELISA
(227,228,286—-289), se optd por desarrollar un ELISA indirecto para la determinacion de
cada uno de los farmacos.

4.4.2.2.1. Materiales vy reactivos

El material usado esta recogido en la Tabla 21.
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Tabla 21. Materiales y equipos comunes en el ELISA indirecto.

| Uso

Superficie de alta unién proteica

Material/ equipo

Microplacas de 96 pocillos (Corning™ Costar®
3370, Fisher Scientific)

Superficie de alta unién proteica con
volumen de trabajo 25-125 yL

Superficie de alta unién de proteinas
hidrofilicas

Microplacas de 96 pocillos, superficie half-area
(Corning™ 3690, Fisher Scientific)

Microplacas de 96 pocillos, superficies MaxiSorp
(Nunc Immuno Plate™ 442404, Thermo Scientific)

Tampon de recubrimiento

\ Tampon de recubrimiento

Carbonato-bicarbonato, pH 9.4 (BupH™, Thermo
Scientific)

5x ELISA Coating Tampén (BUF030a, BioRad)

| Tampon de blogueo

ELISA ultrabblock (BUF033A, BioRad)

Tampon de bloqueo

Ac2 utilizado en la deteccién, afinidad
purificada, producido en cabra

ELISA Synblock (BUF034A, BioRad)

Anti- IgG humana (Fc), conjugado con peroxidasa
(HRP) (AP112P, Sigma-Aldrich)

Ac2 especifico frente a las 1IgG1
(benralizumab/mepolizumab)

Sustrato cromogénico para deteccién
HRP

Anti-lgG1 humana (Fc) conjugado con HRP
(A10648; Thermo Fisher Scientific)

TMB Core+ (BUF062A, Bio-Rad)

Solucién parada

Acido sulfarico (H,S0.) (Sigma-Aldrich)

Para benralizumab

Antigeno

Proteina IL-5Ra humana recombinante (7404-5R,
R&D Systems)

Estandar en ELISA

Benralizumab (Fasenra®, AstraZeneca)

| Para mepolizumab

Antigeno

Proteina IL-5 humana recombinante (205-IL, R&D
Systems)

| Estandar en ELISA

Mepolizumab (Nucala®, GlaxoSmithKline)

Ac1: anticuerpo primario; Ac2: anticuerpo secundario; HRP: peroxidasa de rabano picante; TMB:

(3,3',5,5'- tetrametilbenzidina)

4.4.2.2.2. Procedimiento del protocolo

El procedimiento fue disefiado a partir de una sintesis de protocolos previamente
descritos en la literatura (Ternant D et al., Ther Drug Monit., 2006 y 2010 (286,288);
Desvignes C et al., Bioanalysis, 2018 (287); Fukuda Y et al., J Immunol Methods, 1991
(290); Yan L et al., Clin Pharmacokinet, 2019; (291); y, Smith DA et al., Clin Pharmacokinet,

2011(146).

La placa ELISA se recubrié con 100 pL de IL-5Ra (o IL-5) a una concentracién de 2
pg/mL disuelta en tampdn carbonato-bicarbonato (pH 9,6), incubando toda la noche a 4°C.
Se realizaron 4 lavados con PBS-Tween 20 al 0,05%, tras lo cual se bloqueé con 200 uL
de PBS-BSA al 1% durante 2h a temperatura ambiente. Luego, se lavé y se afiadieron 100

pL del estandar de benralizumab (o mepolizumab) diluido en PBS-BSA 1%, con incubacion
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durante 2h a 37°C. Tras un nuevo lavado, se incorporaron 100 pyL de anticuerpo de
deteccion HRP-a-Fc-IgG (dilucion 1:4000 en PBS-BSA 1%), incubando durante 1h a
temperatura ambiente. Acto seguido, se lavd y se afadieron 100 uL de sustrato TMB Core,
incubando 15 minutos en oscuridad. Finalmente, la reaccion se detuvo la reaccidon con 50
ML de acido sulfarico (0,2M). Las absorbancias se midieron a 450 nm con correccion a
610 nm (ver Figura 34).
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1. Adsorcion 2. Adicion de la 3. Deteccion con 4. Sustrato +
del antigeno muestra (farmaco anticuerpo 22 solucién STOP
(IL-5/IL-5Ra) de estudio) conjugado (sefial: color)

Figura 34. Procedimiento de un ELISA tipo indirecto.

Elaboracion a partir de una imagen extraida de Internet.

4.4.2.2.3. Optimizacion del protocolo ELISA tipo indirecto

Durante el desarrollo del ELISA indirecto se realizaron multiples ensayos dirigidos a
optimizar las condiciones experimentales, con el objetivo de maximizar la seial especifica
y minimizar la sefal de fondo. A continuacién, se resumen los principales aspectos
evaluados y ajustados:

1. Tipo de placa. Se sustituyeron las placas Costar® con una capacidad de union
a las IgG igual a 100-200 ng de IgG/cm? por placas Maxisorp® con capacidad de
600-650 ng de IgG/cm?, el objetivo fue aumentar la adsorcién.

2. Concentracion del antigeno (IL-5Ra/IL-5). Se evaluaron concentraciones de
ambos antigenos (rangos entre 0,1 a 8 ug/mL), con el fin de identificar la cantidad
Optima para su inmovilizacion en placa. Este paso fue clave para asegurar una
adecuada captacion del farmaco y evitar saturaciones. Las pruebas se realizaron
en paralelo con distintas concentraciones de benralizumab y mepolizumab
(rangos entre 0,1 a 100 pg/mL).

3. Tampoén de recubrimiento. Siguiendo protocolos previos (Fukuda Y et al. (290)
y Minic R et al. (292)), se modificd la concentracion del tampdn carbonato-
bicarbonato (BCC) empleado para el recubrimiento, de 1M a 0,2 M. También se
testdé un tampon comercial (5x ELISA Coating Tampdn) para comparar su

eficacia.
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4.

Tampén de bloqueo. Para mitigar posibles uniones inespecificas se
incorporaron tampons comerciales de bloqueo (ELISA Ultrabblock® y ELISA
Synblock®) (ver Tabla 21).

Determinaciéon del rango de la curva de calibracion y limite de
cuantificacion. Se intenté establecer el rango lineal de la curva de calibracién
mediante ensayos experimentales, tomando como referencia los valores
descritos por Yan L et al. (291) y Busse W et al. (293). Como limite inferior de
cuantificacion (LLOQ) preliminar se consideré un valor de 60 ng/mL (0,06ug/mL)
para benralizumab, en linea con lo publicado.

Preparacion de la curva de estandares en suero. Para minimizar el efecto
matriz, los estandares de benralizumab y mepolizumab se reconstituyeron en
suero humano, al igual que las muestras clinicas. Se realizaron diluciones
seriadas en PBS con BSA al 1% evaluando diferentes diluciones (rangos entre
1:100 a 1:100000) para su inclusion en la curva de calibracion.

Reduccion del ruido de fondo. Ante sefiales de saturacion en controles
negativos, se evaluaron distintas diluciones del anticuerpo de deteccion (HRP-a-
Fc-IgG) para reducir la unidn inespecifica (rangos entre 1:4000 a 1:10000). Para
aumentar especificidad, se cambid a un anticuerpo especifico a las IgG1 (el tipo
de inmunoglobulinas de nuestros farmacos), HRP-a-Fc-IgG1.

Condiciones de incubaciéon (tiempo y temperatura). Inicialmente se
modificaron los tiempos y temperaturas de incubacién del paso de recubrimiento.
Posteriormente, se ajustaron también las condiciones del resto de etapas: la
incubacion con el Ac1 se realizé durante 1h a temperatura ambiente, y la del Ac2

(anti-lgG1-HRP) se redujo a 30 minutos.

Todas estas pruebas formaron parte del proceso de ajuste experimental del protocolo

ELISA indirecto, con el fin de adaptarlo a sus caracteristicas fisico-quimicas de los

farmacos y a la matriz biolégica empleada. En los casos en que se definieron condiciones

oOptimas, estas se mantuvieron constantes en los ensayos posteriores para asegurar la

reproducibilidad y la coherencia metodoldgica.
4.4.2.3. ELISA sandwich

Este tipo de ELISA emplea dos anticuerpos especificos: uno de captura (AcC) y otro

de deteccién (AcD). Ambos se unen al antigeno en epitopos distintos para evitar

interferencias por solapamiento.

134



4. METODOLOGIA| 4.4. Cuantificacion de los niveles plasmaticos de benralizumab y
mepolizumab mediante técnicas de ELISA

El principio del ELISA sandwich se basa en la inmovilizacion del AcC sobre la
superficie de la placa. Se afade la muestra del paciente, donde se encuentra el antigeno
especifico frente a ese AcC. A continuacioén, se afiade un AcD conjugado con una enzima
(AcDc) o sin conjugar (AcDsc), que reconoce al antigeno. Si no estuviese conjugado, se
afiadiria un Ac2 enzimatico para detectar la union antigeno-AcD.

Se optd por esta estrategia con el objetivo de asegurar una adecuada inmovilizacion
de la IL-5 (antigeno) en la placa, ya que una captura eficiente se consideré clave para
minimizar la sefial de fondo. Para el desarrollo de este ensayo, se adquirié un kit comercial
disefiado para la cuantificacion de IL-5 en suero, cuyo protocolo fue adaptado a nuestro
objetivo: la determinacién de niveles de mepolizumab (ver apartado 4.4.2.3.2).

No se desarrolld un ELISA tipo sandwich para la cuantificacion de benralizumab, dado
que los resultados obtenidos con esta estrategia en el caso de mepolizumab no fueron
satisfactorios.

4.4.2.3.1. Materiales vy reactivos

El kit ELISA Flex:Human IL-5 (HRP) (3490-1H, Mabtech) incluia los materiales

recogidos en la Tabla 22:

Tabla 22. Materiales en el ELISA sandwich (parte 1).

‘ Uso Material

‘ Anticuerpo de captura (AcC) TRFK5 (1 mg/mL)

‘ Antigeno IL-5 humana recombinante
‘ Tampodn reconstitucion estandares Tampon A5

‘ Anticuerpo de deteccion (AcD) 5A10, biotina (1 mg/mL)

‘ Deteccion de AcD biotinilado (Ac2) Streptavidina-HRP

AcC: anticuerpo de captura; AcD: anticuerpo de deteccion; Ac2: anticuerpo secundario; HRP:
peroxidasa de rabano picante.

Otros materiales usados quedan reflejados en la Tabla 23:
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Tabla 23. Materiales en el ELISA sandwich (parte 2).

‘ Uso Material
Superficie de alta unién proteica con Microplacas de 96 pocillos, superficie half-area
volumen de trabajo 25-125 L (Corning™ 3690, Fisher Scientific)
‘ Anticuerpo de deteccién primario Mepolizumab (Nucala®, GSK)
Anti- IgG humana (Fc), conjugado con peroxidasa
Anticuerpo de deteccion secundario (HRP) (AP112P, Sigma-Aldrich y Jackson
ImmunoResearch)
‘ Sustrato cromogénico para deteccion HRP | TMB Core+ (BUF062A, Bio-Rad)
‘ Solucién de parada Acido sulfarico (H,SO,) (Sigma-Aldrich)
‘ Tampon de dilucidn de los estandares RD5P, RD6-12 (R&D)

GSK: GlaxoSmithKline; TMB: (3,3',5,5'- tetrametilbenzidina).

4.4.2.3.2. Procedimiento del protocolo

Se adopto el protocolo del kit comercial ELISA Flex: Human IL-5 (HRP) (3490-1H)

con el objetivo de cuantificar mepolizumab en suero, modificando los pasos clave de

captura y deteccién. El procedimiento original esta disponible en la web del fabricante
(294).

La placa se recubrié con 50 uL del anticuerpo de captura TRFK5 (2 ug/mL en PBS,
pH 7,4) e incubd toda la noche a 4°C. Posteriormente, se bloqued con 100 uL de PBS-BSA
0,1% con Tween 20 0,05% durante 1h a temperatura ambiente. Tras 5 lavados con PBS-
Tween 20 0,05%, se afadieron 50 pL del estandar de IL-5 (rango 3,9 a 1000 pg/mL) diluido
en el mismo tampon, incubando 2h a temperatura ambiente. Luego, se lavé nuevamente y
se afadieron 50 uL del anticuerpo de deteccion: 5A10, biotinilado o mepolizumab, ambos
diluidos en PBS-BSA 0,1% con Tween 20 0,05%, incubando durante 1h a temperatura
ambiente. Tras un nuevo lavado, se afiadieron 50 L de estreptavidina-HRP (para el 5A10)
0 HRP-anti-Fc-IlgG (para el mepolizumab), ambos diluidos en PBS-BSA 0,1%-Tween 20
0,05%, incubando 1h a temperatura ambiente. Finalmente, se lavé nuevamente y se reveld
con 50 pL de TMB Core durante 15 minutos en oscuridad, se detuvo con 50 uL de acido

sulfarico 0,2M y se leyd a 450 nm con correccion a 610 nm (ver Figura 36).
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Figura 35. Procedimiento de un ELISA tipo sandwich.

Elaboracion a partir de una imagen extraida de Internet.

4.4.2.3.3. Optimizacion del protocolo ELISA tipo sandwich

Durante el desarrollo del ensayo ELISA sandwich para la cuantificacion de

mepolizumab, se realizaron multiples experimentos dirigidos a optimizar los parametros

criticos del protocolo con el objetivo de maximizar la sensibilidad y especificidad, reducir la

variabilidad interensayo y minimizar la sefal de fondo. A continuacién, se describen los

principales aspectos evaluados:

1.

Cantidad de IL-5 inmovilizada (antigeno). Se evaluaron diversas
concentraciones de IL-5 para el recubrimiento de la placa (rangos entre 3,9 a
1000 pg/mL)., buscando la cantidad éptima que genera una buena senal sin
inducir saturacion. Este ajuste fue esencial para evitar efectos de hook y
asegurar la linealidad del ensayo.

Concentracion del anticuerpo de deteccion (AcD, mepolizumab). Se utilizé
mepolizumab a una concentracion fija de 20pug/mL como anticuerpo de
deteccién primario para evaluar su capacidad de unirse al complejo IL-5
capturado en placa. Si que se usaron diferentes diluciones del Ac1 (rangos entre
1:10 a 1:10000).

Tampon de dilucion del AcD. Se testaron distintos diluyentes, tanto
comerciales (por ejemplo, RD5P, RD6-12, entre otros) como formulaciones
caseras (PBS-BSA-Tween 20 con o sin suero), con el fin de mejorar la
reproducibilidad de las curvas estandar y minimizar la senal inespecifica.
Seleccion del Ac2. En determinados ensayos se observaron diferencias
significativas en los valores de absorbancia de los controles negativos (pocillos
blanco y estandar 0 pg/mL de IL-5) al comparar el uso de un anticuerpo

monoclonal biotinilado comercial frente a mepolizumab como anticuerpo de
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deteccién, ambos diluidos en suero o en tampén comercial. Se comparo el uso
de HRP-a-Fc-IgG con un AcD2 constituido solo por la fraccion Fab (es decir, sin
la regién Fc), con el objetivo de reducir unién inespecifica.

5. Dilucién del anticuerpo secundario (Ac2). Se ensayaron distintas diluciones
del anticuerpo de detecciéon HRP-a-Fc-lgG1 (rangos entre 1:500—-1:5000, con el
fin de identificar la concentracion optima que permitiera obtener una sefal
especifica elevada con el menor fondo posible. Esta optimizacién buscé mejorar
la relacién sefial/ruido.

4.4.2.4. ELISA comercial

Este procedimiento solo se realizé con benralizumab dado que en ese momento no
habia constancia de un kit comercial para mepolizumab.

El ELISA comercial se basaba en un ELISA tipo indirecto capa de determinar niveles
de benralizumab, el kit aporta una placa con IL-5Ra inmovilizada. En el subapartado
4.4.2.2. se puede leer la base de este tipo de inmunoensayo.

Dado que el kit aportaba un protocolo estandarizado, con unos reactivos
determinados y una recta de calibracion, se decidié usar este ELISA directamente para la
determinacion de las muestras de nuestros pacientes.
4.4.2.4.1. Materiales incluidos

El kit KRIBIOLISA™ Benralizumab ELISA (KBI1183, Krishgen BioSystems) incluia

todos los reactivos y soluciones necesarias para la realizacion del ensayo, sin requerir

materiales adicionales del laboratorio.

La Tabla 24 se recogen los materiales incluidos en el kit:

Tabla 24. Materiales del ELISA comercial.

‘ Material Observaciones

‘ Microplaca Recubierta con anti-benralizumab

‘ Estandares de benralizumab Rango de concentracion: 0-320 ng/mL
‘ Diluyente para el ensayo Tampédn de estandar

‘ Tampon de lavado Solucién concentrada 20x

‘ HRP-anti-benralizumab Conjugado en solucién

‘ Sustrato TMB -

‘ Acido sulfurico Solucion 0,2 M (solucién de parada)

HRP: peroxidasa de rabano picante; TMB: (3,3',5,5'- tetrametilbenzidina).
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4.4.2.4.2. Procedimiento del protocolo ELISA comercial

Se siguidé exactamente el procedimiento indicado en el manual del kit comercial
utilizado (295).

Se anadieron 100 yL de muestras o estandares a cada pocillo de la microplaca
recubierta con anti-benralizumab, incubando durante 60 minutos a 37°C. A continuacién,
se realizaron 4 lavados con el tampon de lavado, tras los cuales se afadieron 100 uL de
HRP- anti- benralizumab y se incubé nuevamente durante 60 minutos a 37°C.
Posteriormente, se repitieron los lavados y se afadieron 100 yL de sustrato TMB, dejando
incubar entre 15 y 30 minutos a 37°C en oscuridad. Finalmente, se detuvo la reaccién
mediante la adiccion de 100 pL de solucion de parada y se realizo la lectura de absorbancia

a 450 nm, con correccion a 610 nm.

4.4.3. Validacion de los métodos
Se consideré la posibilidad de realizar la validacion de los formatos ELISA
desarrollados, conforme a las recomendaciones de las agencias reguladoras (192—-194).
No obstante, dado que no se consiguio establecer un protocolo reproducible, no se
llevd a cabo la validacion formal. En caso de haberse alcanzado la estabilidad analitica
requerida, se habrian evaluado los siguientes parametros: especificidad/ selectividad,
rango de cuantificacion, linealidad, sensibilidad, exactitud, precision (repetitivo vy

reproducible), limite de deteccion, limite de cuantificacién, recuperacién y robustez.

4.4.4. Aplicacion practica del método

El objetivo final del desarrollo del inmunoensayo fue su aplicacion a muestras reales
de pacientes con asma grave eosinofilica en tratamiento estable con benralizumab o
mepolizumab durante al menos 4 meses.

Las muestras séricas se recogieron prospectivamente en pacientes con AG en
tratamiento con benralizumab o mepolizumab, desde la Unidad de Asma del Hospital del
Mar. A cada paciente se le extrajeron entre 5 y 9 muestras durante dos ciclos consecutivos
de tratamiento, definiéndose “ciclo” como el intervalo entre dos administraciones del
farmaco. Para benralizumab, el ciclo 1 incluyé extracciones en los dias 0, 4, 42,49y 56, y
el ciclo 2 en los dias 60, 98, 105 y 112. Para mepolizumab, el ciclo 1 incluyé los dias 0, 4,
15,21y 28, y el ciclo 2 los dias 32, 43, 49 y 56 (ver 10.13. Anexo 13).

La elecciéon de los tiempos de muestreo se basd en criterios farmacocinéticos y
clinicos, asegurando que los pacientes hubieran completado un minimo de cuatro meses

de tratamiento, periodo necesario para alcanzar el estado estacionario del farmaco (29)
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(matera). Los dias 0 y 4 se seleccionaron para estimar la concentracion minima (Cyaie) y
maxima (Cmax), respectivamente. El resto de las extracciones se programaron hacia el final
del intervalo de administracion con el objetivo de evaluar posibles fluctuaciones en los
niveles plasmaticos del farmaco. Con ello se pretendid obtener una caracterizacion
detallada del perfil farmacocinético durante el ciclo terapéutico completo.

Para benralizumab, se evaluaron dos enfoques metodologicos: un ELISA indirecto
desarrollado en el laboratorio, y un kit ELISA comercial (KRIBIOLISA™ Benralizumab
ELISA, KBI1183). Ambos métodos fueron aplicados a muestras reales de pacientes,
permitiendo estimar concentraciones de benralizumab libre en suero. Se establecié un
umbral del 15% de diferencia para definir variabilidad intraindividual (comparacion entre
ciclos consecutivos de un mismo paciente en un mismo punto temporal) e interindividual
(comparacién entre pacientes en el mismo punto).

En el caso de mepolizumab, se exploraron dos aproximaciones: un ELISA indirecto

y un ELISA tipo sandwich basado en el uso del IL-5 como antigeno de captura.

4.4.5. Consideraciones éticas

El estudio se llevd a cabo conforme a los principios éticos recogidos en la Declaracion
de Helsinki (altima revision: Fortaleza, Brasil, octubre de 2013), siguiendo las directrices de
buena practica clinica (BPC) segun la Conferencia Internacional sobre Armonizacién (ICH)
y cumpliendo los requisitos normativos aplicables a las instituciones participantes. El
protocolo del estudio fue aprobado por el CEIm Parc de Salut Mar (versién 1, 20/JUN/2021)
en mayo de 2022 (10.14. Anexo 14) Se considerd que los beneficios del estudio eran
proporcionales a los posibles riesgos, y se respetaron en todo momento los derechos, la
dignidad y el bienestar de los participantes.

Los pacientes en tratamiento con benralizumab o mepolizumab en la Unidad de Asma
del Parc de Salut Mar fueron informados sobre el estudio y se les ofrecio la posibilidad de
participar. Aquellos que aceptaron firmaron el consentimiento informado de manera
voluntaria.

Las muestras sanguineas se recogieron en momentos especificos del tratamiento y
fueron codificadas mediante un sistema Unico que garantizaba la anonimizacién de los
participantes, permitiendo asi mantener la trazabilidad y asegurar la confidencialidad de los
datos personales durante todo el proceso. Las muestras se almacenaron a -20°C en el
Servicio de Farmacia vy, tras finalizar el estudio, fueron eliminadas conforme a los
procedimientos habituales de gestion de residuos bioldgicos. Los registros de codificacion
asociados se conservaron en un fichero Excel protegido con contrasena.
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El estudio cumplié con el Reglamento General de Proteccién de Datos (Reglamento
UE 2016/679) y con la Ley Organica 3/2018, de 5 de diciembre, de Proteccion de Datos

Personales y garantia de los derechos digitales.

4.4.6. Control de calidad y trazabilidad

Durante el desarrollo del inmunoensayo ELISA, se siguieron las normas generales
de bioseguridad aplicables al manejo de muestras humanas. La trazabilidad del proceso
experimental quedd garantizada mediante el registro sistematico de todas las experiencias
en cuadernos de laboratorio, incluyendo las condiciones experimentales, los reactivos
utilizados y los resultados obtenidos. Se aplicaron medidas basicas de control de calidad a
lo largo del proceso analitico para garantizar la reproducibilidad y la fiabilidad de los

resultados.
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5. RESULTADOS

5.1. OPT-OMA-ASTHMA. Ensayo clinico

5.1.1. Poblacién del estudio

Se evaluaron un total de 58 pacientes con diagndstico de AGNC en tratamiento con
omalizumab para su posible inclusion en el estudio OPT-OMA-ASTHMA. De ellos, 25
pacientes cumplieron los criterios de inclusién y firmaron el consentimiento informado. Tras
aplicar los criterios de exclusién y confirmar la elegibilidad, se aleatorizaron en dos ramas:

- 12 pacientes fueron asignados a la rama 1, correspondiente a una reduccion del

25% de la dosis de omalizumab (RDF 25%).
- 13 pacientes fueron asignados a la rama 2, con una reduccién del 50% de la dosis
(RDF 50%).

El primer paciente fue incluido en marzo de 2022 y el ultimo en mayo de 2024.

El analisis por protocolo se realizé con los pacientes que completaron las visitas
previstas en cada fase, excluyendo a aquellos que fueron retirados por no cumplir los
criterios durante el seguimiento.

De los 25 pacientes aleatorizados inicialmente, 3 fueron excluidos durante la fase de
intervencion (F1): 2 en larama RDF 25% y 1 en la rama RDF 50%. Los motivos de exclusién
fueron: inicio de habitos téxicos, exacerbacion de rinoconjuntivitis y pérdida de control
clinico y ansiedad.

Por tanto, en la fase de intervencion (Fl) hasta la semana 24, 22 pacientes mantenian
una reduccion uniforme del 25% respecto a la dosis basal y se analizaron conjuntamente.

En la segunda parte de la FI, semana 24 hasta 48, se analizaron los mismos 22
pacientes, esta vez distribuidos segun el grado de reduccion asignado:

- 10 pacientes en la rama RDF 25%.
- 12 pacientes en la rama RDF 50%.

En la fase de seguimiento, desde la semana 48 a 96, se mantuvo el analisis segun
la distribucion por ramas.

En la Figura 36 se muestra el diagrama de flujo del ensayo OPT-OMA-ASTHMA.
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Figura 36. Diagrama de flujo del ensayo OPT-OMA-ASTHMA, desde el reclutamiento

de los pacientes hasta el analisis final.

5.1.2. Caracteristicas basales

Las caracteristicas clinicas, funcionales y bioldgicas de los pacientes en el momento

de su inclusién en el estudio se recogen en la Tabla 25. Todos los pacientes cumplian

144




5. RESULTADOS| 5.1. OPT-OMA-ASTHMA. Ensayo clinico

ausencia de exacerbaciones y de necesidad de corticoterapia en los 6 meses previos a la

inclusion. La adherencia al tratamiento con omalizumab era del

100%.

Todos se

encontraban en tratamiento con un GCI a dosis altas, que se mantuvo sin cambios durante

el estudio.

Tabla 25. Caracteristicas basales de los pacientes en el momento de inclusién.

Total RDF 25% RDF 50%
(N=22) (N=10) (N=12)

\ Caracteristicas demograficas

| Edad (afios) | 49 (£18) 48 (+16) 50 (£21)

| Sexo (femenino) | 10 (46%) 4 (40%) 6 (50%)

| Raza (caucasico) |20 91% 9 (90%) 11 (92%)

| Peso (kg) | 74,1 (12,4) 77,4 (11,3) 71,3 (213,1)

| IMC (kg/m2) | 27,0 (+4,9) 27,7 (+£5,4) 26,4 (+4,6)

| Obesidad (> 30 kg/m?) | 7 (32%) 3 (30%) 4 (33%)
Habito tabaquico,
No fumador 4 (64%) 7 (70%) 7 (58%)
Exfumador 8 (36%) 3 (30%) 5 (42%)
Comorbilidades,
Rinoconjuntivitis 8 (36%) 4 (40%) 4 (33%)
Reflujo 5 (23%) 2 (20%) 3 (25%)
Poliposis 2 (9%) 1 (10%) 1 (8%)

| Charlson | 1(21) 1 (1) 1 (+2)

\ Caracteristicas clinicas, funcionales y biomarcadores al inicio de omalizumab

| Duracion de asma grave (afios) | 6,0 (¢6,2) 5,2 (+4,3) 6,6 (+7,6)

| Puntuacion ACT | 13 (£6) 13 (+6) 14 (+6)

| N° Exacerbaciones | 3(3) 3 (+4) 2 (1)

\ FEV1 pre-salbutamol (%pred.) \ 73,3 (£9,3) 72,7 (£9,0) 73,8 (£10,0)

| FEno (ppb) | 45 (£38) 45 (£23) 45 (+46)

| Eosinofilia (células/pL) | 315 (£274) 328 (+369) 301 (£121)

| Basdfila (células/uL) | 54 (+29) 50 (+31) 59 (+27)

| IgE (UI/mL) | 698,5 (+518,7) | 661,8 (+508,9) | 731,6 (+552,4)

\ Caracteristicas tratamiento con omalizumab

| Persistencia con omalizumab (afios) | 4,8 (+4,1) 4,2 (+3,7) 5,3 (+4,6)

\ Dosis omalizumab (mg) /dosis \ 477 (£115) 465 (£126) 488 (£108)
Frecuencia de administracion,
Cada 2 semanas 8 (36%) 4 (40%) 4 (33%)
Cada 4 semanas 14 (64%) 6 (60%) 8 (67%)

| Dosis mensual (mg) | 651 (+283) 645 (+274) 656 (+302)

Las variables cuantitativas se expresan como media + DE y las cualitativas como n (%).

ACT: Asthma control test; DE: desviacion estandar; FEno: fraccion de 6xido nitrico exhalada; FEV1:
volumen espiratorio forzado en el primer segundo; IMC: indice de masa corporal; RDF: reduccion

de dosis final.
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No se observaron diferencias significativas entre ambas ramas en ninguna de las
variables analizadas (ver 10.15. Anexo 15).

Las caracteristicas de los pacientes que salieron del estudio se muestran en la Tabla
26.

Tabla 26. Caracteristicas basales de los pacientes excluidos del estudio.

‘ ‘ Paciente 1 Paciente 2 Paciente 3

‘ Caracteristicas demograficas

' Edad (afios) | 56 19 36

‘ Sexo ‘ Hombre Mujer Mujer

‘ Raza ‘ Caucasica Caucasica Caucasica

' Peso (kg) |70 55 94

| IMC (kg/m?) 2 22 34

‘ Habito tabaquico ‘ Exfumador No fumadora No fumadora
‘ Comorbilidades ‘ Ninguna Rinitis Rinitis y reflujo
‘ Charlson ‘ 1 0 0

‘ Caracteristicas clinicas, funcionales y biomarcadores al inicio de omalizumab

‘ Duracién de asma grave (afos) ‘ 6,2 6,7 4.1

' Puntuacién ACT 12 10 23

‘ N exacerbaciones ‘ 3 1 2

‘ FEV1 pre-salbutamol (%pred.) ‘ 56 95 97

 FEno (ppb) 61 ND ND

| Eosinofilia (células/uL) | 340 540 300

' Basofilia (células/jL) 'ND 40 0

| IgE (Ul/mL) | 266 309 206

‘ Caracteristicas tratamiento con omalizumab

‘ Persistencia con omalizumab (afios) ‘ 6,0 6,6 8,1

' Dosis omalizumab (mg) /dosis | 600 300 450

‘ Frecuencia de administracion ‘ / 4 semanas / 4 semanas / 4 semanas

ACT: Asthma control test; FEno: fraccién de éxido nitrico exhalada; FEV1: volumen espiratorio
forzado en el primer segundo; IMC: indice de masa corporal; ND: no disponible.

En el 10.16. Anexo 16 se detallan las dosis individuales de omalizumab de cada
paciente y las reducciones aplicadas tras la aleatorizacion. A continuacion, en la Tabla 27,
se resume la distribucion de los pacientes incluidos en el estudio, segun el régimen

terapéutico de tratamiento basal y el porcentaje de reduccion asignado.
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Tabla 27. Porcentaje de pacientes por dosis inicial en cada grupo de tratamiento.

' Dosis omalizumab | RDF 25% (N=10) RDF 50% (N=12)
| 300 mg/ 4 semanas | 2(20,0%) 1(8,3%)

‘ 375 mg/ 4 semanas ‘ - 1 (8,3%)

450 mg/ 4 semanas | 1(10,0%) 3 (25,0%)

| 600 mg/ 4 semanas | 3(30,0%) 3 (25,0%)

375 mg/ 2 semanas | 2(20,0%) 1(8,3%)

450 mg/ 2 semanas | 1(10,0%) 1(8,3%)

| 600 mg/ 2 semanas | 1(10,0%) 2 (16,7%)

RDF: reduccioén de dosis final.

5.1.3. Evolucién clinica, funcional y biolégica

La evolucion clinica, funcional y biolégica de los pacientes durante el estudio se
muestra en la Tabla 28, organizada por punto temporal: afio previo a la reduccién, basal, y
mes 6, 12 y 24. Todos los pacientes incluidos en el estudio (n=25) alcanzaron el mes 6,
correspondiente a la primera reduccion del 25%; sin embargo, la tabla refleja unicamente
a los pacientes incluidos en el analisis (N=22). Hasta el mes 6, todos los pacientes se
presentan juntos, mientras que a partir del mes 12 se muestra la evolucion separada segun
el grupo de reduccion.

De la Figura 37 a la Figura 41, se representan los parametros clinicos y funcionales,
observandose estabilidad entre periodos, sin tendencias relevantes, independientemente
del grado de reduccion aplicado.

Hasta la fecha, 11 pacientes han finalizado el estudio (intervencion y seguimiento).
Tras la finalizacion, todos continuaron con la dosis reducida sin presentar exacerbaciones,
excepto una paciente en la que se indico el cambio a dupilumab con el objetivo de mejorar
el FEV1.
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Evolucion de la puntuacién ACT en la cohorte (0—6 meses)
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Figura 37. Evolucién ACT por punto temporal y seguiin grupo de reduccion.

Inicio: antes primera administracion omalizumab (puntos de color negro); -12 y-6: afio previo a la
reduccion de dosis (linea naranja); 0-12 meses: fase de intervencion (linea continua verde (RDF
25%) y azul (RDF 50%)); 18-24 meses: fase de seguimiento (linea discontinua correspondiente al
grupo de RDF).

ACT: Asthma control test; RDF: reduccién de dosis final.
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Evolucién de la puntuacién FEV, en la cohorte (0—6 meses)
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Figura 38. Evolucion FEV1 por punto temporal y segun grupo de reduccion.

Inicio: antes primera administracién omalizumab (puntos de color negro); -12 y-6: afio previo a la
reduccion de dosis (linea naranja); 0-12 meses: fase de intervencién (linea continua verde (RDF
25%) y azul (RDF 50%)); 18-24 meses: fase de seguimiento (linea discontinua correspondiente al
grupo de RDF).

FEV4: volumen espiratorio forzado; RDF: reduccion de dosis final.
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Evolucién de la IgE total en la cohorte (0-6 meses)
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Figura 39. Evolucién IgE por punto temporal y segun grupo de reduccién.

Inicio: antes primera administracion omalizumab (puntos de color negro); -12 y-6: afio previo a la
reduccion de dosis (linea naranja); 0-12 meses: fase de intervencion (linea continua verde (RDF
25%) y azul (RDF 50%)); 18-24 meses: fase de seguimiento (linea discontinua correspondiente al
grupo de RDF).

IgE: inmunoglobulina E; RDF: reducciéon de dosis final.
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Evolucion de la eosinofilia en la cohorte (0—6 meses)
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Figura 40. Evolucion eosinofilia por punto temporal y segun grupo de reduccion.

Inicio: antes primera administracién omalizumab (puntos de color negro); -12 y-6: afio previo a la
reduccion de dosis (linea naranja); 0-12 meses: fase de intervencién (linea continua verde (RDF
25%) y azul (RDF 50%)); 18-24 meses: fase de seguimiento (linea discontinua correspondiente al
grupo de RDF).

RDF: reduccion de dosis final.
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Evolucion del FEyg en la cohorte (0-6 meses)
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Figura 41. Evoluciéon FEno por punto temporal y segun grupo de reduccion.

Inicio: antes primera administracién omalizumab (puntos de color negro); -12 y-6: afio previo a la
reduccion de dosis (linea naranja); 0-12 meses: fase de intervencion (linea continua verde (RDF
25%) y azul (RDF 50%)); 18-24 meses: fase de seguimiento (linea discontinua correspondiente al

grupo de RDF).

FEno: fraccion exhalada de 6xido nitrico; RDF: reduccion de dosis final.
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Tabla 28. Evolucién clinica, funcional y biolégica de los pacientes incluidos en el analisis OPT-OMA-ASTHMA.

| FASES PRE BASAL POST
. . Momento de 12_meses 24_meses
Caracteristicas Afio previo inclusion 6 meses N=22 N=11
N= 22 N= 22 N=22 RDF 25% RDF 50% RDF 25% RDF 50%
N=10 N=12 N=5 N=6
' Dosis omalizumab (mg) /dosis | 614 (:284) | 614 (:284) | 481 (x214) | 430 (x145) 347 (£137) 435 (£171) | 375 (£157)
| Puntuacién ACT 23 (£2) | 24 (1) 24 (£1) 23 (+2) 24 (£2) 25 (+1) 24 (+1)
| Pacientes con tandas de GCO' | 19 (86%) | 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Pacionies con medicacion de | 22 (100%) | 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
r':';sdpeit;’;fz';acsioi urgencias u 3 (14%) ‘ 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
| FEV: pre-salbutamol (%pred.) | 84,4 (:9,4) | 83,6 (+10,4) | 85,6 (+11,0) | 83,5(x11,5) | 853(x107) | 92,8(x13,6) | 82,2 (x11,1)
| FEV; pre-salbutamol (L) 2,8(x0,8) | 2,6 (£0,8) 2,8 (£0,9) 2,7 (£0,8) 2,7 (£1,1) 2,7 (0,9) 2,3 (1,1)
| FEno (ppb) 25 (£12) | 35 (x22) 34 (£23) 32 (£23) 24 (£24) 20 (+10) 31 (£13)
| Eosinofilia (células/uL) 210 (+133) | 203 (£106) | 191 (£122) | 393 (x470) 186 (£120) 163 (£32) 207 (£131)
 Basofila (células/yL) 70 (£33) | 51 (+36) 50 (+41) 55 (£31) 49 (£30) 60 (£18) 40 (£22)
IgE (Ul/mL) (1;7’223:2) 901,6 (+596,4) 855,0 (+605,3) 755,5 (+498,7) | 740,8 (+472,3) | 677,8 (£398,1)  803,7 (+584,0)
FoRel (n° receptors/célula) 29986 27463 25315 21906 18736 24728
(£12703) (+17763) (£12371) (£9140) (+ 7558) (£5827)

Las variables cuantitativas se expresan como media + DE y las cualitativas como n (%).

ACT: Asthma control test; DE: desviacion estandar; FEno: fraccion de éxido nitrico exhalada; FEV+1: volumen espiratorio forzado en el primer segundo; IMC:

indice de masa corporal. T: debido a una relacién directa por reduccion de dosis.
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La evolucion clinica, funcional y bioldgica de los pacientes excluidos del estudio se

presenta en la Tabla 1Tabla 29. Los motivos de exclusion fueron:

- Paciente 1: inicio de habitos tdxicos y componente ansioso, asi como falta de

adherencia al estudio. Se decidio excluir y volver a la dosis inicial.

- Paciente 2: empeoramiento de rinoconjuntivitis alérgica. Incluida en septiembre,

durante el invierno manifesté alguna leve exacerbacion de rinitis. A partir del mes

de abiril, inicio sintomatologia sostenida, por lo que se reinicio la dosis previa. No

alcanzo un buen control por lo que se cambid a dupilumab.

- Paciente 3: ansiedad y pérdida de control clinico. Se decidié directamente cambio

a dupilumab para alcanzar objetivos terapéuticos.

En la Figura 42, se representan los parametros clinicos y funcionales de los pacientes

excluidos del estudio.
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Figura 42. Evolucién clinica, funcional y biolégica en los pacientes excluidos.

Se representa la evolucion de cada parametros hasta la vista de exclusion.

ACT: Asthma control test; IgE: inmunoglobulina E; FEno: fraccién exhalada de 6xido nitrico; FEV1:

volumen espiratorio forzado
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Tabla 29. Evolucién clinica, funcional y biolégica en los pacientes excluidos del analisis OPT-OMA-ASTHMA.

12 meses

C teristi AR i Basal 6

aracteristicas no previo asa meses RDF 25% RDF 50%
Dosis omalizumab (mg) /dosis
Paciente 1 600 600 450 NA NA
Paciente 2 300 300 225 255 NA
Paciente 3 450 450 300 NA 225
Puntuacion ACT y necesidad de GCO o medicacion de rescate
Paciente 1 21; No 20; No 20; No NA NA
Paciente 2 25; Si* 25; No 19; No 22; Si NA
Paciente 3 25; No 20; No 24; No NA 19; Si
FEV1 pre-salbutamol (%pred.)
Paciente 1 72 79 77 NA NA
Paciente 2 92 87 90 92 NA
Paciente 3 88 91 72 NA 74
FEno (ppb)
Paciente 1 84 22 ND NA NA
Paciente 2 12 29 8 15 NA
Paciente 3 27 35 25 NA 44
Eosinofilia (células/pL)
Paciente 1 110 70 - NA NA
Paciente 2 170 530 150 360 NA
Paciente 3 100 200 200 NA 200
IgE (Ul/mL) y FcRel (n°receptores/célula)
Paciente 1 650; NA 691;61022 748; NA NA
Paciente 2 379; NA 414; 14586 292:18829 514; 18509 NA
Paciente 3 537;:NA 666; ND 981; ND NA; NA 747; ND

Ningun paciente tuvo visitas a urgencias u hospitalizaciones en ningun periodo. *Necesité mediacion de rescate. ACT: Asthma control test; FEno: fraccion

exhalada de 6xido nitrico; FEV+: volumen espiratorio forzado; IgE inmunoglobulina E; NA: no aplica; ND: no disponible; RDF: reduccién dosis final
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5.1.4. Analisis de efectividad

Independientemente del grupo de RDF y el periodo del estudio, ninguno de los
pacientes presentd exacerbaciones (Tabla 30). De los tres pacientes que no completaron
el seguimiento, ninguno lo hizo por exacerbacion asmatica del estudio.

En la Tabla 30 se muestran los cambios en las variables clinicas, funcionales vy
biologicas segun grupo de reduccion y en el total. La interaccion tiempoxgrupo no fue
significativa ni en ACT (p=0,811) ni en FEV; (p=0,792). Unicamente, se observaron
diferencias significativas en los niveles de IgE, tanto en la cohorte total (1°"afio vs. previo,
p= 0,046; seguimiento vs. previo, p= 0,003) como en el grupo de reduccién del 50% (1°"
afio vs. previo, p= 0,043; seguimiento vs. Previo, p= 0,001). Estos resultados confirman la

ausencia de diferencias clinicamente relevantes en efectividad.

Tabla 30. Cambios en parametros clinicos, funcionales y biolégicos entre periodos

segun grupo de reduccion y total.

' Grupo RDF 25% Grupo RDF 50%
Variable A Interv- Previo | A Seg-Previo | A Interv- Previo A Seg-Previo
(IC95%) (n=10) | (IC95%) (n=5) | (IC95%) (n=12) | (IC95%) (n=6)
Numero de 0 (0-25,9,7) 0 (0-45,1) 0 (0-22,1) 0 (0-39,3)
exacerbaciones
| Puntuacién ACT | 0 (-2-1) 0 (0-1) 0 (0-1) 0 (-1-1)
| FEVi (%pred.) | 2(-5-8) 8 (-12-27) 1 (-3-5) 4 (-8-15)
FEVa (L) | 0(0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0)
 FEno (ppb) | -7 (-18-4) -32 (-113-48) | 2 (-19-12) -1 (-26-24)
Eosinofilia
©sl/uL) 6 (-100-95) 1 (-68-70) 22 (-9-52) -13 (-63-130)
 Basdfila (cél./uL) | 5 (-10-19) -3 (-15-9) -9 (-29-12) 4 (-7-10)
| IgE (Ul/mL) | -30 (-152-92) -56 (-214-101) | -77 (-132— -1)* 197 (-275- -119)*
FcRel (n° ] 19750 (9396- AN 10400 (-436-
receptors/cél.) S0 (H2esr) 30104)* (R 20 21236)

Los resultados se expresan como media del cambio + IC95%. *Indica diferencias significativas.

Definiciéon: A = (Periodo (intervencién o seguimiento) — Previo). Valores positivos indican aumento;
negativos, disminucién.

ACT: Asthma control test; FEno: fraccion exhalada de o6xido nitrico; FEV1: volumen espiratorio
forzado; IC: intervalo de confianza; IgE inmunoglobulina E; Interv: intervencion; RDF: reduccion
dosis final; Seg: seguimiento.

Se evalud la evolucion de la IgE total mediante analisis de medidas repetidas a lo

largo del tiempo (basal (visita 0), 6, 12 y 24 meses) segun grupos de dosis inicial de
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omalizumab (150-375 mg, 450—-750 mg y 900—1200 mg). Como se muestra en la Tabla 31
y Figura 43, no hubo diferencias significativas de los niveles de IgE a lo largo del tiempo en

ningun grupo

Tabla 31. Evolucién de IgE total segun grupos de dosis inicial total de omalizumab.

Dosis baja Dosis media Dosis alta
(150-375 mg) (450-750 mg) (900 mg—1200 mg)
(N=2) (N=12) (N=5)

' Basal | 541,0 (+405,9) | 702,3 (+340,4) 1616,6 (£730,1)

6 meses | 538,0 (+366,3) | 695,3 (+409,0) 1523,2 (£767,1)

|12 meses | 500,0 (+415,8) | 637,3 (+387,4) 1219,4 (+421,1)

Valores expresados como media + desviacion estandar (DE). Los grupos de dosis inicial total de
omalizumab se definieron en tres categorias: baja, media y alta (segun criterio definido por el
investigador).

N: numero de pacientes por grupo.

Evolucién de IgE total segln grupos de dosis inicial de omalizumab

2500=

2000=1 150-375 mg
’_ET — 450-750 mg
5 1500 900-1200 mg *
8
S 1000 T | T
w
[=3 — |

500=
0 T T T
Basal 6m 12m

Figura 43. Evolucién de IgE total segun grupo de dosis inicial de omalizumab.

En la figura cada punto representa la media de los niveles IgE total y las barras la desviacion
estandar en cada momento. Color gris: cohorte 150-375 mg (n=2), color rosa: cohorte 450-750 mg
(n=12) y color naranja 900-1200 mg; RDF 50% (n=5).

* Se indican diferencias significativas entre los grupos de 150-375 mg y 450-750 mg respecto al
grupo de 900-1200 mg segun ANOVA two-way (p = 0,001 y p < 0,0001, respectivamente). No se
observaron diferencias significativas entre los otros grupos.

También, se evalud la evolucién de los niveles de receptor FcRel mediante analisis
de medidas repetidas a lo largo del tiempo (basal (visita 0), 6, 12 y 24 meses) segun grupos
de RDF. Como se muestra en la Figura 43, los niveles de FcRel se mantuvieron

relativamente estables independientemente del grupo de RDF.
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Evolucion de niveles de FcRel segun
reduccion de dosis final de omalizumb

60000 Cohorte total

T —o— RDF 25%

© 1

El —e— RDF 50%

9 i I

© 40000-

3

S s Sl T

I3 ~5——

§ 20000+ | \i

= 1

= | I 1

0 T T T
Basal 6m 12m 24m

Figura 44. Evolucion de los niveles de receptor FcRel segun grupo de dosis inicial

de omalizumab.

En la figura cada punto representa la media de los niveles de receptor FcRel y las barras la
desviacién estandar en cada momento. Color verde-amarillo: cohorte total (n=17), color verde: RDF
25% (n=8) y color azul; RDF 50% (n=9).

5.1.5. Analisis multivariante

No se realizdé analisis multivariante sobre la efectividad clinica ni funcional (ACT y
FEV+1), al no observarse cambios significativos en los distintos periodos. Sin embargo, se
llevd a cabo un analisis multivariante respecto a la IgE total, dada la diferencia significativa
detectada recogida en la Tabla 30.

No obstante, un analisis de regresion lineal a los 24 meses reveld una asociacion
significativa entre la dosis inicial mensual y la reduccion neta de IgE total, de manera que
los pacientes con dosis inicial mas alta presentaron una menor reduccion (B = -0,272; p =
0,033). No se observaron asociaciones significativas entre la dosis inicial y la A IgE total a
los 6 y 12 meses (Tabla 32).
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Tabla 32. Regresion lineal de la dosis inicial de omalizumab sobre el cambio en IgE

total a 6, 12 y 24 meses.

| AIgE total N B IC 95% para B p-valor
| 6 meses-basal 22 | 0,092 -0,166— 0,351 0,465
| 12 meses-basal | 22 -0,026 -0,351 — 0,299 0,868
| 24 meses-basal 10 | -0,272 0,516 —-0,028 0,033

Resultados de regresion lineal simple para evaluar la relacion entre la dosis total inicial de
omalizumab y el cambio en los niveles de IgE total (A IgE total) a los 6, 12 y 24 meses respecto al
basal.

N: numero de pacientes con datos completos en cada punto temporal; B: coeficiente no
estandarizado (indica el cambio esperado en A IgE por cada unidad de dosis inicial); 1C95%:
intervalo de confianza del 95% para B; p: valor de significacion estadistica.

Esto indica que, aunque las medias de grupo muestran cambios modestos, a nivel
individual la dosis inicial si se relaciona con la magnitud de la reduccion de IgE.

Ademas, el analisis de efectos dentro de sujetos mostré cambios significativos en IgE
total a lo largo del tiempo (F = 4,4, p = 0,020) y una interaccion significativa tiempo x grupo
de dosis (F = 2,8, p = 0,045), indicando que la evolucion de IgE a lo largo del seguimiento
dependié del grupo de dosis inicial. El analisis de efectos entre sujetos mostré diferencias

significativas entre grupos de dosis inicial (F = 5,8, p = 0,013).

5.1.6. Analisis de niveles plasmaticos de omalizumab
La relacion entre la dosis total mensual de omalizumab y la concentracion plasmatica
(Cp) inicial se muestra en la Figura 45. Se observa que, aun con la misma dosis mensual,

diferentes pacientes presentan Cp variables, reflejando una variabilidad interindividual.
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Relacion entre la dosis inicial de omalizumab y la concentracion plasmatica basal
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Figura 45. Relaciéon dosis total mensual de omalizumab y concentracién plasmatica

de omalizumab.

La figura representa la asociacién entre la dosis mensual pautada de omalizumab (mg) y la Cp basal
(ug/mL) de los pacientes incluidos en el estudio.

Cada punto corresponde a un paciente: en color verde los del grupo de reduccion de dosis final del
25% (RDF 25%) (n=12) y en azul los del grupo RDF 50% (n=13). Los puntos con una x corresponden
a los pacientes excluidos del analisis (cada color un paciente).

A continuacion, se presentan los resultados del analisis exploratorio de los niveles
plasmaticos de omalizumab en los pacientes del estudio, evaluados en distintos momentos
de seguimiento (basal, mes 6, 12 y 24) y diferenciados segun la estrategia de reduccién de
dosis final (RDF) (25% o0 50%) o segun el grupo de dosis inicial de omalizumab (150-375
mg, 400-750 mg y 900-1200 mg).
5.1.6.1. Evolucion global de los niveles plasmaticos
5.1.6.1.1. Evolucion global de los niveles plasmaticos segun la estrategia de reduccién de
dosis final (RDF)

La distribucion de las Cp de omalizumab en cada momento se muestra en la Figura
46. Se observaron diferencias significativas entre el momento basal y los meses 12y 24
(p=0,020 y p=0,006 respectivamente). Al analizar los grupos segun la reduccion de dosis,
se identificaron patrones distintos: en el grupo RDF 25% hubo diferencias entre el basal y
los 6 meses (p=0,023), mientras que en el grupo RDF 50% las diferencias se observaron
entre el basal y los meses 12y 24 (p=0,028 y p=0,031 respectivamente).
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Evolucién concentracién plasmatica omalizumab
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Figura 46. Evolucion global de la concentracion plasmatica de omalizumab de la

cohorte en general y segun reduccion de dosis.

Los graficos corresponden a diagramas de cajas que representan la mediana, con los valores
minimo y maximo como extremos, mientras que los puntos indican los valores individuales de cada
paciente. En la parte superior se muestra la cohorte total incluida en el estudio (n = 25, color verde-
amarillo); abajo a la izquierda, el grupo de reduccion de dosis del 25% (n=13, color verde); y abajo
a la derecha, el grupo de reduccion del 50% (n= 12, color azul).

Los pacientes excluidos del analisis se representan mediante puntos con una x (cada color un
paciente).

Se aplicd un andlisis ANOVA One-way para evaluar diferencias entre grupos, y en la figura se
sefalan Unicamente las comparaciones que alcanzaron significacién estadistica.

La distribucion de las Cp individuales en cada tiempo segun el grupo de reduccion

de dosis se representa en la Figura 47.

161



5. RESULTADOS| 5.1. OPT-OMA-ASTHMA. Ensayo clinico

Evolucion individual de la concentracién plasmatica de omalizumab
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Figura 47. Evolucién individual de la concentracion plasmatica de omalizumab segun

grupo de reduccion de dosis.

Cada linea representa la concentracion plasmatica de un paciente a lo largo del tiempo.

Los pacientes del grupo RDF 25% se muestran en color verde (n=10), los del grupo RDF 50% en
azul (n=12), y los pacientes excluidos del analisis se indican con puntos con una x (cada uno de un
color) (n=3).

En la Figura 48 se muestra la diferencia de Cp respecto al basal en los meses 6y 12,
tanto en la cohorte total como en los grupos de RDF. Se observé una diferencia significativa
en el descenso de concentracién en la cohorte total entre el mes 6 y el mes 12 (p = 0,034).
No se identificaron diferencias significativas entre los grupos de RDF en ninguno de los

puntos evaluados.
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Diferencia en la concentracion plasmatica de omalizumab a lo largo del tiempo segun
grupo de reduccién de dosis final
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Figura 48. Diferencia en la concentracion plasmatica de omalizumab a lo largo del

tiempo segun grupo de reduccién de dosis.

La figura muestra la diferencia en la concentracion plasmatica de omalizumab a lo largo del tiempo.
Los datos se representan mediante diagramas de cajas que indican mediana, valores minimo y
maximo, y puntos individuales de cada paciente.

Se representa la cohorte de pacientes incluidos en el andlisis (n=22) (color verde-amarillo) y los
grupos de RDF 25% (n=10) (color verde) y de RDF 50% (color azul).

Se compararon los grupos y en la figura se sefialan Unicamente las comparaciones que alcanzaron
significacion estadistica.

5.1.6.1.2. Evolucién global de los niveles plasmaticos segutin grupo de dosis de omalizumab

mensual inicial

La distribucion de las Cp de omalizumab en cada momento segun la dosis de
omalizumab mensual inicial (150-375 mg, 400-750 mg y 900-1200 mg) se representan en
la Figura 49. Solo hubo diferencias en el grupo 400-750 mg entre el basal y los meses 6 y
12 (p=0,016 y p=0,003 respectivamente).
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Figura 49. Evolucion global de la concentracién plasmatica de omalizumab segun

dosis inicial.

Los graficos corresponden a diagramas de cajas que representan la mediana, con los valores
minimo y maximo como extremos, mientras que los puntos indican los valores individuales de cada
paciente. En la parte de arriba izquierda se muestra el grupo cuya dosis de omalizumab esta entre
150-375 mg (n =5, color gris); arriba derecha, el grupo de 450-750 mg (n=14, color rosa); y abajo,
el grupo de 600-1200 mg (n=6, color naranja).

Los pacientes excluidos del analisis se representan mediante puntos con una x (cada uno de un
color).

Se aplicé un analisis ANOVA One-Way para evaluar diferencias entre grupos, y en la figura se
sefialan Unicamente las comparaciones que alcanzaron significacién estadistica

La distribucion de las Cp individuales en cada tiempo segun la dosis inicial se
representa en la Figura 50.
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Figura 50. Evolucién individual de la concentracion plasmatica de omalizumab segun
dosis inicial.

Cada linea representa la concentracién plasmatica de un paciente a lo largo del tiempo.
Los pacientes del grupo 150-375 mg se muestran en color gris (n=5), los del grupo 400-750 mg en

rosa (n=14), los del grupo 900-1200 mg en naranja (n=6) y los pacientes excluidos del analisis se
indican con puntos con una x (cada uno de un color).

En la Figura 51 se muestra la diferencia de Cp respecto al basal en los meses 6y 12,
tanto en la cohorte total como segun los grupos de dosis mensual inicial. Se observo
diferencia significativa entre el grupo de 150-375 mg y 900-1200 mg en el mes 6 (p=0,022).
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Diferencia en la concentracion plasmatica de omalizumab a lo largo del tiempo segun
grupo de dosis de omalizumab mensual inicial
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Figura 51. Diferencia en la concentracion plasmatica de omalizumab a lo largo del

tiempo segun grupo de dosis de omalizumab mensual inicial.

La figura muestra la diferencia en la concentracion plasmatica de omalizumab a lo largo del tiempo.
Los datos se representan mediante diagramas de cajas que indican mediana, valores minimo y
maximo, y puntos individuales de cada paciente.

Se representa la cohorte de pacientes incluidos en el analisis (n=22) (color verde-amarillo) y los del
grupo 150-375 mg (n=4) (color gris), los del grupo 400-750 mg (n=12) (color rosa) y los del grupo
900-1200 mg (n=6) (color naranja).

Se compararon los grupos y en la figura se sefiala las comparaciones que alcanzaron significacion
estadistica entre los grupos de dosis de omalizumab mensual. Cabe destacar que, en la cohorte
total, la comparacion entre el mes 6 y el mes 12 no se representa en la figura, aunque también
mostro significacion estadistica (p = 0,034).

5.1.6.2. Comparacion de los niveles plasmaticos

5.1.6.2.1. Comparacion de los niveles plasmaticos grupo sequn la estrategia de reduccion
de dosis final (RDF)

La evolucion media de las Cp segun el grupo de reduccion se observa en la Figura
52 y en la Tabla 33. No se observaron diferencias significativas entre los grupos.
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Tabla 33. Concentracion media de omalizumab segun grupo de reduccién de dosis.

\ Basal \ 6 meses 12 meses 24 meses
RDF 25%
N 8 10 9 5
Media + DE 100,5 (£78,4) 70,9 (£54,7) 53,3 (£28,5) 48,7 (£23,8)
RDF 50%
N 12 11 11 5
Media + DE 101,6 (£72,6) 76,9 (£45,8) 43,5 (x15,8) 35,5 (£18,2)
p-valor 0,910 \ 0,756 0,340 0,354

Los valores de Cp de omalizumab son expresados en ug/mL.

Evoluciéon media de concentracion plasmatica de omalizumab
(Reduccién del 25%)

Evolucién media de concentracion plasmatica de omalizumab
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Figura 52. Evolucién media de las concentraciones plasmaticas segin grupo de

reduccion de dosis.

Las figuras muestran la evolucidon de la concentracion plasmatica de omalizumab a lo largo del
tiempo, el grupo RDF 25% (izquierda, color verde) y RDF 50% (derecha, color azul) (ver Tabla 33).

Los valores se expresan como media + desviacion estandar.

5.1.6.2.2. Comparacion de los niveles plasmaticos sequn grupo de dosis de omalizumab

mensual inicial

La evolucion media de las Cp segun la dosis inicial de omalizumab antes del inicio

del estudio se observa en la Figura 53 y en la Tabla 34.
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Tabla 34. Concentracion media de omalizumab segun dosis de omalizumab mensual

inicial.
\ Basal \ 6 meses 12 meses 24 meses
150-375 mg
N 3 4 2 2
Media = DE 37,9 (212,6) 44,9 (£14,9) 21,0 (¢1,1) 22,1 (£3,9)
450-750 mg
N 1 11 12 6
Media = DE 86,4 (£38,5) 66,5 (£28,6) 46,7 (£19,0) 52,6 (£21,2)
900-1200 mg
N 6 6 6 2
Media + DE 159,7 (£101,0) 107,3 (£75,7) 59,4 (£25,5) 30,5 (£3,8)
\ p-valor 0,027 \ 0,105 0,099 ND

Los valores de Cp de omalizumab son expresados en pg/mL.

ND: no disponible (no hay suficientes pacientes que hayan alcanzado este punto en los 3 grupos de
dosis inicial)
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Figura 53.Evolucion media de la concentraciones plasmaticas segun dosis de
omalizumab mensual inicial de omalizumab.
Las figuras muestran la evoluciéon de la concentracion plasmatica de omalizumab a lo largo del

tiempo, el grupo 150-375 mg (arriba izquierda, color gris), el grupo 400-750 mg (arriba derecha,
color rosa) y el grupo 900-1200 mg (abajo, color naranja) (ver Tabla 34).

Los valores se expresan como media + desviacion estandar.
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5.1.6.3. Analisis multivariante
En el analisis de correlacién entre las concentraciones plasmaticas de omalizumab y

distintos biomarcadores clinicos, bioquimicos y funcionales en la cohorte total de pacientes,
unicamente se observd una asociacion significativa entre la dosis administrada y la
concentraciéon plasmatica (Figura 54). No se identificaron correlaciones significativas con
el resto de los biomarcadores.
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Figura 54. Correlaciéon dosis mensual de omalizumab y concentraciéon plasmatica en

la cohorte total.

Cada punto representa un paciente.

La correlaciéon entre dosis mensual administrada y concentracion plasmatica de omalizumab se
calculé mediante coeficiente de Spearman en tres puntos temporales: basal (azul) (n=22; p=0,768;
p<0,0001), 6 meses (rosa) (n=24; p=0,607; p<0,002) y 12 meses (verde) (n=21; p=0,600; p<0,004).
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Correlacion FcRel y concentracion plasmatica en la cohorte total
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Figura 55. Correlacion receptor FceRIl y concentracion plasmatica en la cohorte total.

Cada punto representa un paciente.

La correlacion entre niveles de receptor FcRel administrada y concentracion plasmatica de
omalizumab se calculé mediante coeficiente de Pearson o Spearman en tres puntos temporales:
basal (azul) (n=17; r=-0,087), 6 meses (rosa) (n=16; p=-0,388) y 12 meses (verde) (n=21; p=-0,223).
En ningln momento se observaron correlaciones significativas.

Se evalué mediante regresion lineal simple la relacién entre la Cp de omalizumab y
los niveles de IgE total en los puntos temporales: basal (visita 0), 6 y 12 meses. En todos
los momentos, la regresion no mostrd asociaciones significativas, indicando que la Cp de
omalizumab no predijo de forma significativa los niveles de IgE total en ningun punto
temporal (Figura 56).
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Regresion lineal de IgE total frente a concentracién plasmaética
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Figura 56. Regresion lineal de IgE total frente a concentraciéon plasmatica de

omalizumab a basal, 6 y 12 meses.

Relacién entre la concentraciéon plasmatica de omalizumab y los niveles de IgE total en los distintos
puntos temporales: basal (color azul), 6 meses (color rosa) y 12 meses (color verde). Cada punto
representa un paciente. En ningin momento se observaron asociaciones significativas.

En el analisis de regresioén lineal multiple se explord si la Cp media la relacion entre
la dosis mensual prescrita y los niveles de IgE total. Se encontré que tanto la dosis inicial
de omalizumab (B = 2,14; 1C95%: 1,1-3,2; p = 0,001) como la Cp basal (B = —4,5; 1C95%:
-8,9—-0,1; p = 0,046) se asociaron de forma significativa con la IgE. Esto indica que, aunque
la dosis prescrita influye sobre la IgE, la concentracion plasmatica aporta informacién

adicional y explica parte de la variabilidad interindividual.
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5.2. Analisis coste-efectividad

5.2.1. Poblacién incluida en el analisis

En el analisis se incluyeron 21 pacientes del estudio OPT-OMA-ASTHMA. Las
caracteristicas basales de la cohorte global se resumen en la Tabla 35.

Tabla 35. Ninguno de los pacientes recibia tratamiento con glucocorticoides orales
(GCO) de mantenimiento, ni precisaba medicacién de rescate, ni habia presentado clinica

respiratoria ni acudido a urgencias en los 6 meses previos al inicio del estudio.

Tabla 35. Caracteristicas demograficas y clinicas basales de los pacientes incluidos.

| Caracteristicas

Total (N=21)

| Edad (afios)
| Sexo (mujeres)

48 (+19)
11 (52,4%)

| Raza (caucasica)

20 (95,2%)

| Peso (kg) 75,7 (12,8)
| IMC (kg/m2) 27,7 (+4,9)
Habito tabaquico:
No fumador 10 (58,8%)
Ex-fumador 7 (41,2%)
Comorbilidades
Rinoconjuntivitis 8 (38,1%)
Reflujo 6 (28,6%)
Poliposis 2 (9,5%)
| Charlson 1 (1)
\ Duracién del diagnéstico de asma grave (afos) 6,0 (£6,0)
\ Duracién de tratamiento con omalizumab (afios) 4,7 (£3,1)
\ Dosis omalizumab por administracién (mg) 490 (£127)
Frecuencia de administracion (semanas),
Cada 2 semanas 7 (33,3%)
Cada 4 semanas 14 (66,7%)
\ Dosis mensual (mg) 636 (+288)

Biomarcadores basales,
IgE basal (Ul/mL)
Eosindfilos (cél/uL)

848,7 (+562,0)
2258 (+113,8)

FEno (ppb) 34 (+20)
Variables clinicas basales,

Puntuacion ACT (puntos) 24 (£2)

FEV1 pre-salbutamol (%pred.) 84 (x10)

FEV1 pre-salbutamol (L) 2,7 (x0,8)

N° exacerbaciones 6 meses anteriores 0 (x0)

Las variables cuantitativas se expresan como media + DE vy las cualitativas como n (%).

ACT: Asthma control test; DE: desviacién estandar; FEVi: volumen espiratorio forzado; IgE:
inmunoglobulina E; IMC: indice de masa corporal; N: numero; ppb: partes por billon.
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Un total de 10 (47,6%) pacientes fueron aleatorizados al grupo de reduccién del 25%
de la dosis de omalizumab y 11 (52,4%) al grupo de reduccién del 50%. La Tabla 36 muestra

la distribucion de los pacientes segun el régimen terapéutico basal y el porcentaje de RDF.

Tabla 36. Distribucién de los pacientes segun régimen terapéutico basal y grupo de

reduccién.

| Dosis omalizumab RDF 25% (N=10) RDF 50% (N=11)
\ 300 mg/ 4 semanas 3 (30%) 1(9%)

| 450 mg/ 4 semanas 1 (10%) 3 (27%)

\ 600 mg/ 4 semanas 3 (30%) 3 (27%)

| 375 mg/ 2 semanas 2 (20%) 1(9%)

| 450 mg/2 semanas 0 1 (9%)

| 600 mg/ 2 semanas 1(10%) 2 (19%)

La comparacién de las caracteristicas basales segun el porcentaje de reduccion de
dosis final (RDF) omalizumab se presenta en el 10.17. Anexo 17. No se identificaron

diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de RDF.

5.2.2. Costes incluidos
Los resultados descriptivos de los costes directos sanitarios, expresados como coste

anual medio por paciente, se muestran en la Tabla 37. Los valores se expresan en euros.

Tabla 37. Costes sanitarios anuales por paciente en el periodo basal, tras la

reducciéon de dosis de omalizumab y durante la fase de seguimiento.

Tipo de coste (€) Pri-reducci()n Po_st-reducci(')n Seguimiento
(N=21) (N=21) (N=11)

‘ Coste sanitaria total ‘ 17.445 (£7.549) 14.321 (£5.254) 10.633 (+4.052)

| Costes directos:

| Medicacién omalizumab | 16.274 (£7.377) 11.063 (+5.113) 10.298 (+4.052)

| Consultas atencion primaria | 0 (+0) 2 (£7) 0 (+0)

| Consultas especialista | 635 (+229) 2.070 (+0) 690 (+0)

| Hospitalizaciones | 0(20) 0 (+0) 0 (+0)

‘ Visitas a urgencias ‘ 10 (x47) 0 (x0) 0 (x0)

| Visita enfermeria | 387 (£505) 653(+352) 195(0)

| Analiticas | 51(217) 267 (+31) 90 (+0)

 Espirometrias | 86 (£45) 267 (+104) 50 (+0)

‘ Envases de salbutamol ‘ 1(+1) 0 (x0) 0 (x0)

| Envases de GCO | 0(20) 0 (+0) 0 (+0)

Las variables cuantitativas se expresan como media £ DE y los valores se presentan en €.

Color naranja: pre-reduccion, color rosa: post-reduccion y color gris: seguimiento. GCO:
glucocorticoides orales.
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En los 10.18. Anexo 18 se explord las diferencias en costes segun el porcentaje de
RDF en cada periodo.

En la Figura 57 se muestra el coste sanitario total y de omalizumab anual medio por
paciente tras la reduccién de dosis de omalizumab segun periodo y grupo de reduccion de
dosis. Se observa en ambos una reduccion mayor en el subgrupo con reduccién del 50%.

Coste de OMALIZUMAB anual medio por paciente
Coste SANITARIO TOTAL anual medio por paciente

20000= P duccio
20000 - re-reauccion
Pre-reduccion = Post-reduccion
mm  Post-reduccion Seguimiento
Seguimiento 150001
15000
_ (O
w
L £ 10000
£ 10000 3
I3
o o
o
5000 5000+
0 0
Cohorte 25% 50% Cohorte 25% 50%
Grupo RDF Grupo RDF

Figura 57. Coste sanitario total y de omalizumab anual medio por paciente segun

periodo y grupo de reduccién de dosis final.

Ambas graficas representan costes anuales medios por paciente. La gréfica de la izquierda
representa el coste sanitario total y la derecha, coste de omalizumab.

Se diferencia entre 3 grupos (cohorte total (n=21), RDF 25% (reduccion de dosis final) (h=10) y RDF
50% (n=11)). Cada uno incluye tres barras correspondientes a los periodos: pre-reduccion (color
naranja) (n=21), reduccioén (color rosa) (n=21) y seguimiento (color gris) (n=11). Se indica entre
paréntesis el nUmero de pacientes incluidos en cada grupo

En la Tabla 38, esta recogido el coste previo, el del primer afio y el de seguimiento,
asi como su ahorro respecto al coste previo, de todos los pacientes incluidos en el Hospital

del Mar y Vall D’ Hebron.
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Tabla 38. Coste omalizumab anual en cada paciente del analisis.

Paciente Coste previo (€) Coste 1er ano (€) Ahorro 1er aio (€) Coste seguimiento (€) | Ahorro anual posterior (€)
2 15.360 11.520 3.840 11.520 3.840
6 7.680 5.760 1.920 5.760 1.920
8 19.200 15.360 3.840 15.360 3.840
10 19.200 15.360 3.840 15.360 3.840
12* 7.680 5.760 1.920 5.760 NA

14 15.360 11.520 3.840 11.520 3.840
16 30.720 23.040 7.680 23.040 7.680
18 15.360 11.520 3.840 11.520 3.840
23 11.520 7.680 3.840 7.680 3.840
24 7.680 5.760 1.920 5.760 1.920
1 23.040 13.440 9.600 11.520 11.520
3 19.200 13.440 5.760 11.520 7.680
5 15.360 9.600 5.760 7.680 7.680
7 15.360 9.600 5.760 7.680 7.680
9 30.720 19.200 11.520 15.360 15.360
11 7.680 4.800 2.880 3.840 3.840
13 11.520 6.720 4.800 5.760 5.760
15 30.720 19.200 11.520 15.360 15.360
17 15.360 9.600 5.760 7.680 7.680
22* 11.520 6.720 4.800 5.760 NA

25 11.520 6.720 4.800 5.760 5.760
TOTAL 341.760 232.320 109.440 211.200 122.880

El ahorro esta calculado como la diferencia entre el coste previo (dosis no reducida) y el coste posterior (16" afio) o seguimiento (dosis reducida).
Colores de las celdas: verde, grupo RDF 25%; azul, grupo RDF 50%; naranja, coste pre-reduccion; rosa, coste post-reduccion (1°" afio); gris, coste en el

seguimiento; morado, pacientes que aun no han alcanzado el final de la fase de seguimiento; y blanco, total de los costes. El ahorro en cada periodo se
indica con un tono mas oscuro. *: Pacientes excluidas tras completar las primeras 52 semanas de estudio. NA: no aplica.
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5.2.3. Efectividad clinica

Los valores de la espirometria presentaron una distribucion normal. En la Tabla 39

se describen las variables clinicas (ACT y nimero de exacerbaciones) y funcionales (FEV/

y FEno) de la cohorte incluida en el andlisis.

Tabla 39. Descripcion de las variables clinicas antes y después de la reduccién.

. . Pre- reduccion Post- reduccion Seguimiento
Variables de efectividad (N=21) (N=21) (N=11)
Puntuacion ACT ‘ 24 (1) 23 (1) 24 (£1)

Numero de pacientes con Puntuacion
ACT = 20 puntos

Numero de exacerbaciones en 12
meses

21 (100%)

0 (0)

21 (100%)

0 (0)

11 (100%)

0 (0)

Numero de pacientes sin

21 (100%)

21 (100%)

11 (100%)

exacerbaciones

‘ FEV1 pre-salbutamol (%pred.) ‘ 84 (19) 85 (x10) 90 (x15)
 FEV: pre-salbutamol (L.) 2,6 (£0,8) 2,7 (+0,9) 2,5 (+1,0)
 FEno (ppb) | 34 (£20) 29 (+13) 25 (48)

‘ Uso de salbutamol (envases/afio) ‘ 0,2 (£0,4) 0,1 (x0,2) 0 (x0)

' Uso de GCO (envases/afio) 10,1(0,2) 0 (£0) 0 (£0)

Las variables cuantitativas se expresan como media + DE.

Color naranja: pre-reduccion, color rosa: post-reduccién (1¢" afio) y color gris: seguimiento.

ACT: Asthma control test; FEV1: volumen espiratorio forzado; FEno: fraccién exhalada de &xido

nitrico; GCO: glucocorticoides orales.

Los resultados estratificados segun el porcentaje de RDF de omalizumab se

presentan en el 10.19. Anexo 19. De acuerdo con lo mostrado previamente en la Tabla A
8, no se observaron diferencias clinicamente relevantes entre los grupos en las variables

clinicas basales.

5.2.4. Comparacién de coste-efectividad

5.2.4.1. Periodo Pre- Post reduccion (Previo — 1¢"afno)
5.2.4.1.1. Costes

En la Tabla 40 se muestran las diferencias de costes medios por paciente entre el
afo previo (basal) y el ano posterior (1°" afo) a la intervencién. Se observaron diferencias
estadisticamente significativas en el coste sanitario total, en el gasto de medicacion
(omalizumab), consultas con el especialista, visitas a enfermeria y pruebas analiticas y

funcionales.
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Tabla 40. Diferencia de costes pre y post reduccion (basal- 1" afio).

‘ Tipo de coste (€) ‘ A Pre -Post reduccion (n=21) | IC 95% p-valor
| Coste sanitaria total | 3.123 (£3.024) 945—3.790 0,0001

‘ Costes directos

‘ Medicacién omalizumab 5.211 (x2.792) 3.840—5.760 | <0,0001
' Consultas atencién primaria 0 (0) NA NA

‘ Consultas especialista -1.435 (£229) -1.610-- -1.380 | <0,0001
‘ Hospitalizaciones 0 (x0) NA NA

‘ Visitas a urgencias 0 (x0) NA NAT

‘ Visita enfermeria -266 (+369) -520-- -65 0,003

‘ Analiticas -216 (£32) -240-- -210 <0,0001
‘ Espirometrias -181 (£94) -250-- -100 <0,0001
‘ Envases de salbutamol 0,5 (¢1) 0-0 0,125

‘ Envases de GCO 0,2 (x1) 0-0 0,250

La diferencia (A) se calculé como Coste PRE-reducciéon—Coste POST-reduccién (16" afio); por tanto,
A > 0: ahorro y A < 0: mayor coste. Los resultados se expresan como media + DE en euros (€).

El valor de p corresponde a la comparacion pre-post mediante t de Student para muestras apareadas
o test de Wilcoxon, segun procediera. Se expresan los intervalos de confianza al 95%.

GCO: glucocorticoides orales; NA: no aplica, en los casos en que el coste fue 0 € en ambos periodos.

En la Tabla 41 se presentan las diferencias de costes medios por paciente entre el
afo previo y el afio posterior a la intervencion, comparadas entre los grupos de RDF 25%
y RDF 50%. Se observaron diferencias estadisticamente significativas en el coste sanitario

total y en el gasto de medicacién (omalizumab).
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Tabla 41. Diferencia de costes pre y post intervencion segun grupo de RDF.

i A Pre-Post reduccién (n=21) A RDF 50%- 25%
Tipo de coste € o p-valor
RDF 25% (N=10) | RDF 50% (N=11) (IC 95%)
tCo(t):Ite sanitaria | 4 310 (+1.830) 4.771 (£2.999) 2.866 (1.560-6.550) | 0,001
Costes directos:
Medicacion 3.648 (+1.681) 6.633 (+2.895) 1.920 (96025.760) | 0,002
omalizumab
Consultas | 4, 0 (0) NA NA
atencion primaria
Consultas -1.518 (+247) -1.359 (+191) 0 (0-460) 0,148
especialista
‘ Hospitalizaciones | 0 (+0) 0 (x0) NA NA
Visitas a 0 (x0) 0 (x0) NA NA
urgencias
| Visita enfermeria | -416 (£329) -130 (£363) 390 (-65-650) 0,093
' Analiticas 210 (£35) -220 (£31) 11 (-41-19) 0,454
| Espirometrias -195 (+93) -168 (+98) 50 (-50-100) 0,429
Envases de
calbutamol 0,8 (+1) 0 (£0) 0 (0-0) 0,587
 Envases de GCO | 0,3 (0.6) 0,1 (+0,5) 0 (0-0) 0,587

La diferencia (A) se calcul6 de dos formas:

Dentro de cada grupo: A = Coste PRE-reduccion — Coste POST-reduccién; A>0 indica ahorro y A<Q
mayor coste. Los resultados se expresan como media + DE en euros (€).

Entre grupos: A = Coste RDF 50% — Coste RDF 25%; A>0 indica mayor ahorro en RDF 50% y A<0
mayor ahorro en RDF 25%. Los resultados se expresan como media (IC 95%) en euros (€).

El valor de p corresponde a la comparacion de las diferencias de coste entre los grupos RDF 25%
y RDF 50% (t de Student para muestras independientes o test de Mann-Whitney, segun procediera).

Color vede: RDF 25% vy color azul: RDF 50%.

GCO: glucocorticoides orales; NA: no aplica, en los casos en que el coste fue 0 € en ambos periodos;
RDF: reduccion de dosis final.

En el 10.20. Anexo 20 se recogen las diferencias de costes medios por paciente entre
el ano previo y el afio posterior a la intervencion analizadas dentro de cada grupo de RDF
(25% y 50%). Se observaron diferencias estadisticamente significativas comunes en: coste
sanitario total, gasto de medicacién (omalizumab), consultas al especialista, analiticas y
pruebas funcionales. En el grupo RDF 25% también se detectaron diferencias en visitas a

enfermeria.
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5.2.4.1.2. Efectividad clinica

En cuanto a las variables de efectividad, |a Tabla 42 muestra los resultados antes

y después de la intervencion.

Tabla 42. Comparacion de la efectividad después de la reduccién de dosis.

A Pre -Post
Variable de efectividad reduccion IC (95%) p-valor
(n=21)
‘ Puntuacion ACT 0 (x2) 0-1 0,672
lz\lsjr;jr:?ocsie pacientes con Puntuacion ACT > NA NA NA
‘ Numero de exacerbaciones en 12 meses NA NA NA
‘ Numero de pacientes sin exacerbaciones NA NA NA
‘ FEV1 pre-salbutamol (%pred.) -1 (8) -5-2 0,394
‘ FEV1 pre-salbutamol (L.) -0,1 (20,2) -0,1-0,01 0,112
 FEno (ppb) 7 (£19) -6-11 0,298
‘ Uso de salbutamol (envases/afio) NA NA NA
‘ Uso de GCO (envases/afio) NA NA NA

La diferencia (A) se calculé como variable PRE-reduccién—variable POST-reduccion (1¢" afio); por
tanto, A > 0: mejoria y A < 0: empeoramiento (excepto resultados de FEno que es al revés). Los
resultados se expresan como media + DE.

El valor de p corresponde a la comparacion pre-post mediante t de Student para muestras apareadas
o test de Wilcoxon, segun procediera. Se expresan los intervalos de confianza al 95%.

ACT: Asthma control test; FEV1: volumen espiratorio forzado; FEno: fraccién exhalada de &xido
nitrico; GCO: glucocorticoides orales.

No se observaron diferencias en las variables clinicas entre los grupos.

5.2.4.1.3. Analisis de minimizacidn de costes

Dado que no se observaron diferencias clinicamente significativas en términos de
efectividad clinica (puntuacion ACT) ni funcional (FEV1%) entre ambos periodos, se
considerd adecuado realizar un analisis de minimizacion de costes, asumiendo una
efectividad equivalente entre estrategias.

En este escenario, la reduccion de dosis se asocidé a un menor coste sanitario total,
con un ahorro medio de 3.123 € por paciente/afio (IC 95%: 945-3.790), sin diferencias
clinicamente significantes en efectividad. En la Figura 58 se representan, mediante
graficas, el ahorro medio anual por paciente en el coste sanitario total y en el coste de

omalizumab, observado tras el primer afio del estudio.
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Ahorro coste SANITARIO TOTAL anual medio por paciente

o o Ahorro coste OMALIZUMAB anual medio por paciente
(pre reduccion - 1%'afio)

(PRE reduccion - 1¥"afio)
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Figura 58. Ahorro del coste sanitario total y de omalizumab anual medio por paciente

segun periodo y grupo de reduccién de dosis final (pre-post reduccion)

En la grafica de la izquierda se representa el coste sanitario total y en la grafica de la derecha el
coste de omalizumab.

Los colores corresponden a los grupos de pacientes: verde-amarillo, el total de la cohorte (n = 21);
verde, el grupo con RDF 25% (n = 10); y azul, el grupo con RDF 50% (n = 11).

En la Figura 59 se representa el coste anual total de omalizumab en la cohorte,
comparando el afno previo a la reduccion de dosis y el primer ano (reduccion de la dosis).
Coste anual total de OMALIZUMAB

(PRE reduccion - 1%"afio)

400000=
300000

200000

Coste (€)

100000

Previo 1*afio

Figura 59. Coste anual total de omalizumab en el afio previo y primer aiio del estudio.

Grafico de columnas que muestra el coste anual total de omalizumab en el afio previo y en el primer
afio del estudio. Los colores corresponden a los periodos del estudio: naranja (n = 21) y rosa (n=21).
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5.2.4.2. Periodo Pre reduccién- Seguimiento (Previo — Seguimiento)
5.2.4.2.1. Costes

En la Tabla 43 se muestran las diferencias de costes medios por paciente entre el
afio previo (basal) y el afio de seguimiento. Se observaron diferencias estadisticamente

significativas en el coste sanitario total, en el gasto de medicacion (omalizumab) y pruebas

analiticas.

Tabla 43. Diferencia de costes pre y seguimiento (basal- seguimiento).

Tipo de coste (€) 61=P1r<1e)-Post LS IC 95% p-valor
' Coste sanitaria total | 7.522 (+4.610) 4.425-10.619 | 0,0003
‘ Costes directos

‘ Medicacién omalizumab 6.458 (+4.052) 3.736-9.181 0,0004
‘ Consultas atencion primaria 0 (x0) NA NA

‘ Consultas especialista -63 (x254) -233-108 0,432

‘ Hospitalizaciones 0 (x0) NA NA

‘ Visitas a urgencias 0 (x0) NA NAT

‘ Visita enfermeria 431 (£573) -130-1.300 0,078
‘ Analiticas -38 (x14) -60-- -30 0,001

| Espirometrias 23 (£34) 0-50 0,125

‘ Envases de salbutamol 0,6 (x1,1) 0-0 0,250

‘ Envases de GCO 0,2 (x0,5) 0-0 0,250

La diferencia (A) se calculé como Coste PRE-reduccion—Coste seguimiento; por tanto, A > 0: ahorro
y A < 0: mayor coste. Los resultados se expresan como media + DE en euros (€).

El valor de p corresponde a la comparacion pre-post mediante t de Student para muestras apareadas
o test de Wilcoxon, segun procediera. Se expresan los intervalos de confianza al 95%.

GCO: glucocorticoides orales; NA: no aplica, en los casos en que el coste fue 0 € en ambos periodos.

En la Tabla 44 se presentan las diferencias de costes medios por paciente entre el
afio previo y el periodo de seguimiento, comparadas entre los grupos de RDF 25% y RDF
50%. Se observaron diferencias estadisticamente significativas en el coste sanitario total y

en el gasto de medicacion (omalizumab).
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Tabla 44. Diferencia de costes pre intervencién y seguimiento segun grupo de RDF.

_ A Pre reduccion-Seguimiento (n=11) A RDF 50%- 25%
Tipo de coste € o p-valor
RDF 25% (N=5) RDF 50% (N=6) (IC 95%)
tCo(t):Ite sanitariao | 4 146 (+669) 10.360 (+4.570) 6.244 (1.538-10.949) | 0,015
Costes directos:
Medicacion 3.456 (+859) 8.960 (+3.966) 3.840 (0-11.520) 0,013
omalizumab
Consultas | 4, 0 (0) NA NA
atencion primaria
Consultas -184 (+252) 38 (+226) 115 (-230-690) 0,152
especialista
‘ Hospitalizaciones | 0 (+0) 0 (x0) NA NA
Visitas a 0 (x0) 0 (x0) NA NA
urgencias
\ Visita enfermeria | 169 (+413) 650 (+628) 481 (-262-1.224) 0,177
\ Analiticas -36 (+13) -40 (+15) 0 (-30-30) 1,000
‘ Espirometrias 20 (x45) 25 (x27) 25 (-50-50) 0,546
Envases de
salbutarmol 1 (1) 1 (£1) 0 (0-0) 0,695
\ Envases de GCO | 0,2 (0,6) 0,1 (+0,4) 0 (0-0) 0,596

La diferencia (A) se calcul6 de dos formas:

Dentro de cada grupo: A = Coste PRE-reduccion — Coste afio seguimiento; A>0 indica ahorro y A<0
mayor coste. Los resultados se expresan como media + DE en euros (€).

Entre grupos: A = Coste RDF 50% — Coste RDF 25%; A>0 indica mayor ahorro en RDF 50% y A<0
mayor ahorro en RDF 25%. Los resultados se expresan como media (IC 95%) en euros (€).

El valor de p corresponde a la comparacion de las diferencias de coste entre los grupos RDF 25%
y RDF 50% (t de Student para muestras independientes o test de Mann-Whitney, segun procediera).

Color vede: RDF 25% vy color azul: RDF 50%.

GCO: glucocorticoides orales; NA: no aplica, en los casos en que el coste fue 0 € en ambos periodos;
RDF: reduccion de dosis final.

En el 10.21. Anexo 21 se recogen las diferencias de costes medios por paciente entre
el ano previo y periodo de seguimiento analizadas dentro de cada grupo de RDF (25% y
50%). Se observaron diferencias estadisticamente significativas comunes en; coste
sanitario total y gasto de medicacion (omalizumab). En el grupo RDF 50% también se

detectaron diferencias en el coste de pruebas analiticas.
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5.2.4.2.2. Efectividad clinica

En cuanto a las variables de efectividad, la Tabla 45 muestra los resultados antes

y al final del estudio.

Tabla 45. Comparacion de la efectividad tras finalizar el estudio.

Variable de efectividad éepgrl?imiento IC (95%) p-valor
(n=11)
‘ Puntuacion ACT 0 (x0,9) -1-1 0,531
Egrg%ﬁ)nfsspamentes con Puntuacién ACT NA NA NA
‘ Numero de exacerbaciones en 12 meses | NA NA NA
‘ Numero de pacientes sin exacerbaciones | NA NA NA
‘ FEV1 pre-salbutamol (%pred.) -5 (x13) -14-3 0,207
‘ FEV1 pre-salbutamol (L.) 0 (x0,3) -0,2-0,1 0,737
‘ FEno (ppb) 6 (£21) -12-27 0,688
‘ Uso de salbutamol (envases/afio) NA NA NA
‘ Uso de GCO (envases/afio) NA NA NA

La diferencia (A) se calculé como variable PRE-reduccidn—variable seguimiento; por tanto, A > O:
mejoria y A < 0: empeoramiento (excepto resultados de FEno que es al revés). Los resultados se
expresan como media £ DE.

El valor de p corresponde a la comparacion pre-post mediante t de Student para muestras apareadas
o test de Wilcoxon, segun procediera. Se expresan los intervalos de confianza al 95%.

ACT: Asthma control test; FEV1: volumen espiratorio forzado; FEno: fraccién exhalada de &xido
nitrico; GCO: glucocorticoides orales.

No se observaron diferencias en las variables clinicas entre los grupos

5.2.4.2.3. Analisis de minimizacién de costes

Dado que tampoco se observaron diferencias clinicamente significativas en términos
de efectividad clinica (puntuacion ACT) ni funcional (FEV1%) entre ambos periodos, se
realizd también un andlisis de minimizacion de costes, asumiendo una efectividad
equivalente entre estrategias.

En este escenario, la reducciéon de dosis se asocidé a un menor coste sanitario total,
con un ahorro medio de 7.522 € por paciente/afo (IC 95%:4.425-10.619), sin diferencias
clinicamente significantes en efectividad. En la Figura 60 se representan, mediante

graficas, el ahorro medio anual por paciente en el coste sanitario total y en el coste de
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omalizumab, calculado unicamente con los pacientes que, a dia del analisis, habian

completado el estudio (44% de la cohorte).

Ahorro coste SANITARIO TOTAL anual medio por paciente Ahorro coste OMALIZUMAB anual medio por paciente
(PRE reduccion - seguimiento) (PRE reduccion - seguimiento)
12000 12000
) 0
Q . ] -
& 6000 & 6000
o o
o o
0= 0=
Cohorte RDF 25% RDF 50% Cohorte RDF 25% RDF 50%

Figura 60. Ahorro del coste sanitario total y de omalizumab anual medio por paciente

segun periodo y grupo de reduccién de dosis final (pre reduccién — seguimiento).

En la grafica de la izquierda se representa el coste sanitario total y en la grafica de la derecha el
coste de omalizumab.

Los colores corresponden a los grupos de pacientes: verde-amarillo, el total de la cohorte (n = 11);
verde, el grupo con RDF 25% (n = 5); y azul, el grupo con RDF 50% (n = 6).

En la Figura 61 se representa el coste anual total de omalizumab en la cohorte,
comparando el afio previo a la reduccion de dosis y el ultimo afio del estudio (final).
Ahorro anual total en el coste de OMALIZUMAB

(pre reduccién - seguimiento)
200000

150000

100000

Coste (€)

50000+

0 T T
Previo Seguimiento

Figura 61. Coste anual total de omalizumab en el aio previo y final del estudio.

Grafico de columnas que muestra el coste anual total de omalizumab en el afio previo y al final del
estudio. Los colores corresponden a los periodos del estudio: naranja (n = 11) y rosa (n=11).
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5.2.5. Analisis de sensibilidad

Se presentan los resultados del analisis de sensibilidad univariante, en el que se
modificaron individualmente los valores de las variables clave (£20%) (coste unitario de
medicacion, visitas médicas especialista y enfermeria, numero de analiticas vy
espirometrias) para evaluar la robustez del modelo. Para este analisis se considerd
Unicamente el periodo de seguimiento, ya que refleja de forma mas realista la estrategia
de reduccion de dosis y permite ajustar mejor los parametros.

Las variaciones introducidas en los parametros econdmicos no modificaron el sentido
del resultado, manteniéndose siempre un menor coste total durante el periodo de
seguimiento. En la Tabla 46 se muestra el impacto relativo de cada variable en el coste

medio por paciente.
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Tabla 46. Analisis de sensibilidad en costes por paciente del periodo de seguimiento de omalizumab.

velor Rango evaluado | Coste paciente Coste Coste
i ifi -209 t 0 fi
Variable modificada E)€a)se © base (20%) €) | (+20%) (€) A (-20%) (€) A (+20%) (€)
Precio por jeringa de omalizumab | 55 | 956 384 9.600 7.680 11.520 -1.920 1.920
150 mg (N=30)
Coste unitario visita medicas 230 | 184-276 690 552 828 138 138
especialista (N=3)
Coste unl,tano_admlnlstramon 65 5978 195 156 234 -39 39
enfermeria (N=3)
Premo_porjerlnga de omalizumab 75 160 128-192 160 128 192 32 3
mg (N=1)
‘ Coste unitario analiticas (N=3) 30 24-36 90 72 108 -18 18
(C|\|O=S;[? unitario espirometria 50 40-60 50 40 60 18 18

N: nimero de recurso medio usado en el afio de seguimiento; A: diferencia.

Las ligeras diferencias entre el coste medio total por paciente del analisis base (10.633 €) y el utilizado en la sensibilidad (11.425 €) se deben
a redondeos intermedios en los calculos. No modifican la interpretacion del resultado

*: solo se valoro el impacto de los cambios en los costes; los resultados habrian sido similares si se hubiera aplicado la misma variacion del
+20% a las cantidades.

t: la diferencia indica el cambio absoluto en el coste total paciente respecto al coste en el escenario base.
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En la Figura 62 se muestra la evolucion del coste sanitario total de los 11 pacientes
que completaron el estudio a lo largo de las tres fases. Asimismo, se incluye un analisis de
sensibilidad que contempla la inminente entrada de biosimilares, con una reduccion
estimada del 20% en el precio de omalizumab (7.808 €/paciente-afno), lo que situaria el
coste global en 8.833 €.

Coste SANITARIO TOTAL anual
(N=11)
200000 ™=

150000

100000=.- ..

Coste (€)

50000=

0 T T T
Pre Post Final Ensayo +
biosimilar

Figura 62. Anadlisis de sensibilidad: evolucion del coste sanitario total en los 11
pacientes que completaron el estudio y analisis de sensibilidad frente a la entrada

inminente de biosimilares.

Se representa la evolucion del coste sanitario total en los 11 pacientes que completaron el estudio,
junto con la simulacién del impacto econdmico de la inminente entrada de biosimilares.

Cada columna corresponde a una fase: naranja = pre-reduccion (fase previa), rosa = post-reduccién
(primer afio), gris = fase final (seguimiento), verde = escenario simulado con biosimilar (reduccién
estimada del 20% en el precio de omalizumab).

Como se observa tanto en la Tabla 46 como en la Figura 62, la conclusién econémica
se mantiene robusta frente a variaciones en los parametros evaluados, incluyendo costes

de omalizumab, visitas médicas y enfermeria, entre otros.
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5.3. Cuantificacion de los niveles plasmaticos de
benralizumab y mepolizumab mediante técnicas de ELISA

Se realizaron un total de 65 ensayos experimentales distribuidos entre los tres
enfoques evaluados: ELISA indirecto, ELISA tipo sandwich y ELISA comercial (resumen en
10.22. Anexo 22). En cada ensayo se incluyeron controles por duplicado para estimar la
precision intraensayo, curvas de calibracién con concentraciones estandar variables para
determinar el rango de cuantificacién, y muestras blanco para evaluar la sensibilidad.

Asimismo, se exploroé la linealidad del sistema mediante diluciones seriadas.

5.3.1. ELISA indirecto

Se desarrollaron dos ensayos ELISA indirectos para la cuantificacion de
benralizumab mediante IL-5Ra, y mepolizumab mediante IL-5 inmovilizada. Se realizaron
un total de 52 experimentos, donde se ajustaron diversos parametros experimentales: la
concentracién del antigeno de captura (Ac), el anticuerpo secundario (Ac2), la dilucion de
los estandares, los tampones (ej: bicarbonato-carbonato (BCC)) y las condiciones de
incubacion.

No se logré6 una validacion del método, pero se identificaron condiciones
experimentales capaces de discriminar diferentes concentraciones de benralizumab y se
detectaron factores criticos que limitan la reproducibilidad, especialmente el suero como
matriz.

A continuacioén, se presentan los resultados de las modificaciones realizadas en el
desarrollo del ELISA. La exposicion no sigue el orden cronolégico de los experimentos,
sino la secuencia metodoldgica del propio ensayo. Dado que varios factores pueden
combinarse en su efecto, los resultados se organizan en funcién del parametro que ejercio

una influencia mas determinante.

5.3.1.1. Placa Maxisorp®

IL-5Ra - benralizumab:

Con el uso de placas Costar®, un rango de antigeno (IL-5Ra) de 2 a 8 ug/mL, tampon
BCC 0,1 M se determin6 que con 2 pg/mL de IL-5Ra se alcanzaba una sefial adecuada.
En estas mismas condiciones se determind que la concentracion minima detectable del
estandar de benralizumab debia situarse por encima de 2,5 ug/mL.

El uso de placas Maxisorp® con IL-5Ra a 2 pyg/mL en tampon BCC 0,2 M, bloqueo

con PSA/BSA 1%, estandares de benralizumab en suero diluidos 1/100 y el uso del Ac2
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HRP-a-Fc-lgG1, dio lugar a reproducibilidad de los resultados con sefiales de absorbancia
baja (ver subapartado 5.3.1.7. Anticuerpo secundario).

Valoracidén subjetiva:

Aunque el uso de placas Costa® half area permitié una adecuada inmovilizaciéon de
IL-5 Ra a 2 ug/mL se observaron problemas de reproducibilidad.

Sin embargo, la sustitucion por las placas Maxisorp® y en paralelo con el cambio de
Ac2, se vio una discriminacién de sefal entre las concentraciones. En los experimentos
finales, se trabajo en la optimizacién de estas condiciones.
5.3.1.2. Determinacidn de la concentracion de IL-5Ra o IL-5

Uno de los primeros pasos para el desarrollo del ELISA fue determinar la
concentracién éptima de la proteina recombinante (antigeno) que se debia de fijar en la
placa para capturar el mAb. En el caso de benralizumab, se utilizé6 IL-5Ra humana
recombinante, y para mepolizumab, IL-5 recombinante. El objetivo fue identificar la
concentracién de antigeno que permitiera una sefal suficientemente intensa, sin
saturacion, y que discriminara diferentes concentraciones del farmaco en estudio.

IL-5Ra- benralizumab:

A concentraciones bajas de IL-5Ra (0,01-0,1 yg/mL), se vio una sefal tanto baja
como alta de absorbancia. A concentraciones mas altas de IL-5Ra (>2 ug/mL) se observo
perdida de linealidad y saturacion de la sefial incluso a concentraciones bajas de
benralizumab. Finalmente, se selecciond una concentracion de 2 ug/mL de IL-5Ra como
condicion 6ptima, ya que ofrecia mejor discriminacion entre las distintas concentraciones
del benralizumab.

IL-5 — mepolizumab:

Se observaron problemas de saturacion con las concentraciones mas altas de IL-5
(4 pg/mL), mientras que concentraciones mas bajas, se vieron sefiales escasas o0 no
proporcionales. La concentracion de 2 ug/mL de IL-5 mostrd una sefial mas progresiva y
diferenciada segun las concentraciones del mepolizumab, por lo que fue seleccionada para
los experimentos posteriores.

Valoracion subjetiva:

Se fij6 una concentracién de 2 pyg/mL para ambas proteinas recombinantes (IL-5 e

IL-5Ra) para el desarrollo del ELISA indirecto de mepolizumab y benralizumab.
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5.3.1.3. Tampoén de adsorcion

IL-5Ra - benralizumab:

Se realizaron experimentos comparando 3 tampones de adsorcion diferentes: BCC
0,2 M, citrato 10 mM y tampdn comercial (ELISA Coating Buffer). Las concentraciones de
IL-5Ra evaluadas oscilaron entre 0,2 a 2 yg/mL, empleando estandares de benralizumab
en suero.

ConBCC 0,2 M:

- A 0,2 pyg/mL de IL-5Ra no se observaron diferencias significativas en la
absorbancia.

- A1 ug/mL, con concentraciones de benralizumab entre 0,25y 2 pg/mL se observé
una meseta progresiva en la curva de calibrado, compatible con una saturacion
casi completa de los sitios funcionales accesibles de IL-5Ra.

- A2 ug/mL, se detecté un incremento progresivo de la sefial, aunque de escasa
magnitud.

Al comparar BCC 0,2 My citrato 10 mM con IL-5Ra a 2 ug/mL, se observé saturacion

en ambos tampones, incluso en los pocillos control sin proteina inmovilizada.

La misma comparacion se repitid utilizando BCC 0,2 M frente al tampdn de captura

ELISA (ELISA Coating Buffer comercial), obteniéndose nuevamente saturacion.

IL-5 — mepolizumab:

Con el fin de aumentar la sensibilidad y evitar la saturacion, se emple6 IL-5 a 2 ug/mL
en tampdn comercial (ELISA Coating Tampdn) utilizando estandares en suero. No obstante,
se siguio observando saturacion de la seial.

Valoracidn subjetiva:

Los resultados confirman que las condiciones de recubrimiento afectan de forma
critica la saturacion del sistema. A pesar de observarse saturacién en algunos ensayos, el
tampon BCC 0,2 M permitié obtener un incremento mas progresivo de la sefial al aumentar
la concentracion de benralizumab. Por este motivo, se seleccioné BCC 0,2 M como tampdn
de captura definitivo para el desarrollo posterior del método.
5.3.1.4. Tampoén de bloqueo

IL-5Ra — benralizumab e IL-5 — mepolizumab:

Se compararon diferentes soluciones de bloqueo: ELISA Ultrablock®, Synblock® y
PBS-BSA 1%, empleando placas recubiertas con IL-5Ra o IL-5 a 2 yg/mL y estandares del

farmaco en suero. En todos los casos se observo saturacion de la senal.
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Valoracion subjetiva:

Aunque el paso del bloqueo es clave para reducir las uniones inespecificas, en estos
ensayos no se apreciaron diferencias relevantes en la sefial entre los distintos tampones.
Es posible que las interferencias del suero o uniones inespecificas no controladas
enmascararan el efecto del bloqueo.
5.3.1.5. Recta de calibrado

IL-5Ra- benralizumab:

No se observd un incremento proporcional de la sefal al usar un rango de
concentraciones de benralizumab de 0,001y 2,5 ug/mL. A concentraciones de 0,2 ug/mLy
1 pg/mL de antigeno (IL-5Ra) inmovilizado en placa y concentraciones de bajas de
benralizumab (0,01 y 0,05 pg/mL), no se distinguieron diferencias en las sefiales. Con las
mismas condiciones de rango de benralizumab y Ac2, la concentracion de IL-5Ra a 2
pa/mL, la sefal saturo en 3 experimentos.

No obstante, utilizando placas Maxisorp®, el Ac2 HRP-anti-Fc-IgG1 y un rango de
concentraciones de benralizumab entre 62,5 y 4000 ng/mL, se consiguié una respuesta
lineal y capacidad de discriminacién entre sefiales, aunque con valores de absorbancia
relativamente bajos (ver subapartado 3.1.7. Anticuerpo secundario).

IL-5 — mepolizumab:

Los resultados no fueron reproducibles con concentraciones de mepolizumab de 0,1-
1000 pg/mL y con el uso de HRP-Fc-a-IgG como Ac2.

Al modificar el tampoén de captura (BCC 0,1 M o BUF0O30A), la sehal saturd. La
diluciéon de la muestra a 1/10.000 proporciond la sefal optima, pero se fijo una dilucion
1/1000, donde también se vio una sefial aceptable.

Sin embargo, no se consiguio lograr una reproducibilidad de las condiciones.

Valoracion subjetiva:

Para asegurar sensibilidad y linealidad en la deteccién, se fijé una diluciéon de suero
de 1:1000 para mepolizumab, y una concentracion de 2 ug/mL de IL-5Ra para

benralizumab.
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5.3.1.6. Dilucion de los estandares

Se evalud la influencia del grado de dilucién de los estandares sobre la senal y el
fondo del ensayo.

IL-5Ra- benralizumab:

Al diluir los estandares preparados en PBS-BSA 1% a una proporcion 1:100 se
observé una disminucién en la intensidad de la senal. En cambio, la dilucion de los
estandares en suero produjo saturacion. Se probaron diluciones mas amplias de los
estandares en suero (entre 1:100 y 1:100.000), utilizando PBS-BSA 1% como tampdn de
diluciéon y distintas concentraciones de benralizumab, pero los resultados obtenidos no
fueron consistentes con lo esperado ni reproducibles.

IL-5 — mepolizumab:

Se aumenté la dilucién de los estandares de 1/100 a 1/100.000 también, pero los
resultados tampoco fueron coherentes, y a diluciones 1/10.000 y 1/100.000, no hubo
diferencia entre la sefial de fondo y la de las distintas concentraciones.

Valoracién subjetiva:

Los resultados indican que la dilucién de los estandares es un factor critico en la
relacion senal/ruido del ensayo. A partir de 1/1000, se observd una reduccion del fondo,
aunque con una perdida progresiva en la capacidad de discriminacién entre
concentraciones. En las diluciones mas extremas (1/10.000 y 1/100.000), las sefales
fueron practicamente indistinguibles entre concentraciones, lo que limita su utilidad en el
ensayo.

En el caso concreto de benralizumab, se observaron diferencias entre
concentraciones a bajas diluciones (1/100), pero estas condiciones provocaron fenémenos
de saturacion y elevada senal de fondo, probablemente por la matriz del suero o
contaminaciones.

En conjunto, los resultados muestran la necesidad de encontrar un equilibrio entre
dilucion, sensibilidad y especificidad, y de asegurar la estabilidad de los reactivos durante
los ensayos. Se considera necesario estandarizar un rango de dilucion &ptimo
(probablemente en torno a 1/1000) y establecer controles internos robustos para reducir la

variabilidad.

192



5. RESULTADOS| 5.3. Cuantificacién de los niveles plasmaticos de benralizumab y
mepolizumab mediante técnicas de ELISA

5.3.1.7. Anticuerpo secundario (Ac2)

IL-5Ra - benralizumab:

Se evaluaron diferentes diluciones de Ac2 a HRP-a-Fc-IlgG1, Ac2, especifico a la
subclase IgG1, manteniendo una concentracién estandar de IL-5Ra de 2ug/mL en tampén
BCC 0,2M y una curva de calibrado de benralizumab en suero entre 4000 — 62,5 ng/mL.
Se observo:

- A diluciones 1: 2000 y 1:5000, un aumento progresivo de la sefial con la

concentracion de benralizumab; sin embargo, las absorbancias absolutas fueron
bajas (por ejemplo, a 4000 ng/mL de benralizumab, la absorbancia fue de 0,194).
- Adilucién 1:500, se mantuvo la progresion de la sefial, obteniéndose absorbancias

mas elevadas (0,709 a 4000 ng/mL), mejorando asi la sensibilidad del sistema.

Curva calibrado benralizumab
(HRP-a-Fc-IgG1; 1:5000) Curva calibrado benralizumab
(HRP-a-Fc-lgG1, 1:500)
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Figura 63. Curva de calibracion de benralizumab con Ac2 HRP-a-Fc-lgG1 (diluciéon
1:5000 y 1:500).

Bajo estas condiciones, se analizaron muestras de pacientes, observandose
diferencias en las absorbancias correspondientes a los distintos puntos del intervalo de
dosificacion, lo que permitié discriminar niveles variables de benralizumab en suero.

La comparacion con el Ac2 HRP-a-Fc-IgG se refleja en la Tabla 47).

Tabla 47. Comparacion de anticuerpos secundarios en ELISA indirecto de
benralizumab.

Anticuerpo Dilucion Tipo Observaciones
HRP-a-Fc-IgG 1:4000 a 1:10000 | Polivalente Saturacion
HRP-a-Fc-IgG1 1:500 a 1:5000 Subclase 1gG1 Mayor reproducibilidad
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IL-5 — mepolizumab:

Se realizaron dos experimentos con HRP-a-Fc-IgG:

- En ausencia de IL-5 inmovilizada, se afadié o bien mepolizumab, o bien, solo
tampdn de disolucién, y en ambos se observé sefial. Este resultado sugiere que
el anticuerpo interacciona inespecificamente en ausencia de mepolizumab
capturado.

- Por otro lado, manteniendo condiciones de tampén BCC 0,2 M, bloqueo con
PBS/BSA 1% y estandares en sueros diluidos 1/100 y 1/1000, se compararon dos
Ac?2 diferentes (proveedores diferentes). Se observé saturaciéon a dilucion 1/100.
Se sospecho una posible contaminacion del reactivo.

Valoracién subjetiva:

La deteccion de sefial en ausencia de antigeno sugiere una reactividad inespecifica

del Ac2 HRP-a-Fc-IgG, posiblemente debida a la afinidad por componentes del suero u
otras proteinas adsorbidas. Esto compromete la especificidad del sistema, especialmente
a diluciones bajas (1:100), donde también se observaron fenomenos de saturacion. Por
este motivo, se decidié mantener la dilucién de deteccién lo mas alta posible (=1:1000),
con el fin de minimizar el fondo y evitar interferencias.

No obstante, la introduccion de un Ac2 especifico frente a la subclase IgG1, HRP-a-

Fc-1gG1) permitié mejorar notablemente la especificidad del ensayo, logrando discriminar

adecuadamente entre distintas concentraciones de benralizumab en suero.

5.3.1.8. Tiempo de incubacion

IL-5Ra- benralizumab:

Se llevaron a cabo dos experimentos:

- En la fase de inmovilizaciéon de IL-5Ra, utilizando concentraciones de 2, 4 y 8
Mg/mL en tampon BCC 0,1 M, se incubd durante 2 horas a 37°C. La absorbancia
fue uniforme en toda la placa (0,050), y no se repitié este experimento.

- En la fase de captura y deteccion, se redujeron los tiempos a 1h (temperatura
ambiente) y 30 minutos, respectivamente. Nuevamente, se observé saturacion.

IL-5 — mepolizumab:

En un ensayo aislado, se redujo a 1 hora (temperatura ambiente) el tiempo de
incubacién del anticuerpo en suero (fase de captura), y a 30 minutos el paso de deteccién

con el anticuerpo HRP-a-Fc-IgG. En ambos casos, se observé saturaciéon de la sefial.
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Valoracion subjetiva:

El tiempo y la temperatura de incubacion son variables criticas en la optimizacién del
ensayo. La incubacién overnight fue fijada como estandar tras los resultados negativos
obtenidos con incubaciones mas breves y a mayor temperatura. La saturacion observada
al reducir los tiempos de captura y deteccion sugiere que la matriz del suero podria estar
interfiriendo en la union especifica entre los antigenos y los anticuerpos.
5.3.1.9. Valoracioén final del desarrollo

A pesar de las limitaciones observadas, los ultimos ensayos realizados con placas
Maxisorp®, IL-5Ra a 2 yg/mL y deteccion con Ac2 HRP-anti-Fc-IgG1 a dilucion 1:500
mostraron una mejora en la progresién de la sefial y permitieron detectar diferencias entre
niveles de benralizumab en suero de pacientes (Figura 64). Estos resultados preliminares,
aunque aun no validados formalmente, sugieren una posible utilidad del protocolo

optimizado como herramienta exploratoria 0 semicuantitativa en entornos de investigacion.
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Figura 64. Graficas concentracion-tiempo pacientes en tratamiento con

benralizumab (determinados por ELISA indirecto).

Nota: los puntos ausentes son debido a que su valor estaba por debajo del LLOQ.

No obstante, dado que los métodos no fueron validados formalmente conforme a las guias FDA
(282), los resultados deben considerarse exploratorios.
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5.3.2. ELISA sandwich
Ante los resultados no reproducibles obtenidos con el ELISA indirecto, se procedié al
desarrollo de un ELISA tipo sandwich. Inicialmente se empled un kit comercial de IL-5
adaptado a la deteccion de mepolizumab, realizando 10 experimentos en los que se
evaluaron diferentes condiciones de dilucién, tampones y anticuerpos. No se llevd a cabo
el mismo abordaje con benralizumab debido a los resultados obtenidos con mepolizumab.
A continuacién, se presentan los principales hallazgos. La exposicion no sigue el

orden cronoldégico de los experimentos, sino la secuencia metodoldgica del propio ensayo.

5.3.2.1. Determinacidn de la concentracion de IL-5

Se usd una concentracion fija de mepolizumab (1ug/mL) con un rango amplio de IL-
5 (desde 3,9 - 1000 pg/mL). La curva de calibracion obtenida con el anticuerpo de deteccion
(AcD) del kit (mAb 5a10-biotina) mostré una R?=0,999. Sin embargo, al sustituir dicho AcD
por mepolizumab (farmaco de estudio), se observé saturacion de la sefal en todo el rango
de concentraciones.

Valoracion subjetiva:

El kit proporcion6 una respuesta adecuada cuando se utilizo el protocolo original. No
obstante, la sustitucion del AcD por mepolizumab resulté en perdida de especificidad,

probablemente debido a interferencias asociadas a la matriz del ensayo.
5.3.2.2. Tampon del AcD

Se evaluaron diferentes tampones comerciales para diluir mepolizumab (AcD) a una
concentracién de 20 pg/mL en suero, utilizando diluciones 1/100 y 1/1000. Los tampones
analizados fueron: RD6-12, RD6-12+AC, RD5P, RD5P+AC, RD5T, RD6S y PBS-BSA 1%
T-20 0,05% (PBS-BSAT). En ambas diluciones, los resultados fueron variables y no se
observaron diferencias claras entre las distintas concentraciones de IL-5. En la Tabla 48,

se presentan los valores obtenidos a dilucién 1/1000.
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Tabla 48. ELISA sandwich mepolizumab: efecto de diferentes tampones del AcD.

Mepolizumab 20 pg/mL (a dilucién 1/1000)

'(tj/mL) RD6-12 nglz RD5P TEEP ?BS'BSA RD5T TEET RD6S TE(G;S
Blanco | 0,078 | 0,073 0,070 | 0,078 | 0,472 0,777 | 0,810 | 0,261 | 0,197
0 0,197 | 0,144 0,131 | 0,156 | 0,261 1,846 | 1,334 | 0,875 | 0,576
250 0,204 | 0,147 0,168 | 0,132 | 0,318 1,700 | 1,129 | 0,871 | 0,581
500 0,219 | 0,205 0,213 | 0,178 | 0,209 1,783 | 1,090 | 0,841 | 0,685

Comparando resultados, se detectaron diferencias entre el mAb 5a10-biotina y
mepolizumab en los pocillos blanco y en las condiciones sin IL-5, lo que sugirié que el
problema podria estar en la fase de deteccion.

Valoracién subjetiva:

La variabilidad de la sefial observada tras el uso de distintos tampones de dilucién
del AcD, sugiere que la falta de reproducibilidad podria no depender del diluyente, sino de
la fase de deteccion. Por este motivo, se decidié evaluar un anticuerpo de deteccion en
formato fragmento (Fab’)2 para mejorar la especificidad (ver subapartado 5.3.2.4).
5.3.2.3. Dilucién del AcD mepolizumab

Se evalud la dilucién de mepolizumab en suero, utilizando diluciones entre 1/10 y
1/10000 en PBS BSA 0,1% con Tween 20 al 0,05%. Se realizaron varios experimentos con
diferentes concentraciones de mepolizumab (AcD):

- A1 ug/mL de mepolizumab: hubo saturacién de la sefial en todas las diluciones.

- A 20 pg/mL de mepolizumab: con dilucién de 1/10 se mantuvo la saturacion; con

1/100, las absorbancias fueron similares entre concentraciones de IL-5
(aproximadamente 0,350); y con diluciones de 1/1000 y 1/10000 no se detectd
sefal. La Tabla 49 tabla resume los resultados obtenidos.
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Tabla 49. ELISA sandwich: efecto de la dilucién del AcD mepolizumab.

\ \ Mepolizumab 20 uyg/mL en PBS-BSA 1% T-20 0,05%

Concentracion IL-5

110 1/100 1/1000 1/10000
(pg/mL)

0 | 2,748 0,321 0,070 0,057
13,9 | 2,654 0,359 0,104 0,062
17,8 | 2,540 0,357 0,084 0,071
| 15,6 | 2,515 0,368 0,097 0,101
131,25 | 2,581 0,342 0,072 0,053
| 62,5 | 2,513 0,340 0,092 0,085
1125 | 2,545 0,346 0,084 0,133
| 250 | 2,689 0,408 0,113 0,115
| | Suero sin mepolizumab en PBS-BSA 1% T-20 0,05%

| 500 | 2,879 0,438 0,174 0,068

Valoracién subjetiva:
La persistencia de la sefal de saturacion, incluso tras multiples diluciones y en
ausencia de antigeno (IL-5) o AcD, sugiere la presencia de uniones inespecificas durante

la fase de deteccion, a pesar de que la curva estandar del kit fue adecuada.

5.3.2.4. Anticuerpo secundario enzimatico (Ac2 enzimatico)
Se realizaron dos tipos de experimentos para evaluar la especificidad del Ac2:
- En primer lugar, se compararon dos Ac2 enzimaticos HRP-a-Fc-IgG de diferentes
proveedores, utilizando estandares de mepolizumab en suero. En ambos casos,
se observd saturacion de la senal, sin diferencias apreciables entre
concentraciones.
- Con el objetivo de mejorar la especificidad, se empled un Ac2 enzimatico dirigido
al fragmento (Fab’)2. En este caso, la sefial fue inconsistente al detectar
mepolizumab en suero, pero coherente cuando el farmaco fue diluido en tampon
comercial sin matriz de suero.
Valoracién subjetiva:
El cambiar de proveedor o el uso de un anticuerpo dirigido al fragmento (Fab’)2 no
mejoraron la especificidad de deteccién en presencia de suero.
5.3.2.5. Valoracion final del desarrollo

El uso de 5A10-biotina como AcD, en combinacion con estreptavidina-HRP, dio lugar
a curvas de calibracién coherentes, con coeficientes de determinacion proximos a 1 (R? =

1), lo que confirma la viabilidad del sistema bajo condiciones controladas.
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Sin embargo, al utilizar mepolizumab como AcD y HRP-a-Fc-lgG como Ac2, los
resultados volvieron a mostrar saturacion y falta de reproducibilidad, similares a los
observados en el ELISA tipo indirecto. Ni los cambios en diluyentes ni la modificacién del
Ac2 (por Fab’) permitieron obtener curvas consistentes. Las posibles causas se atribuyeron
ala unién inespecifica del suero humano y/o del Ac2 HRP-a-Fc-IgG. Dado que no se obtuvo
un protocolo robusto y reproducible, se decidié no aplicar este ensayo a las muestras de
pacientes.

En paralelo, se identifico un kit comercial para la cuantificacién de benralizumab.
Dado el rendimiento subdptimo del ELISA tipo sandwich desarrollado, se optd por pausar
esta linea de trabajo y evaluar el kit comercial, con el objetivo de obtener un método

estandarizado y validado.

5.3.3. ELISA comercial

Al no poder reproducir los resultados con los ELISA tipo indirecto y sandwich, y junto
con la comercializacion del primer kit ELISA de benralizumab, se decidié continuar esta
linea con el fin de garantizar la reproducibilidad de los ensayos. Se llevaron a cabo un total
de 4 experimentos con kit comercial siguiendo el protocolo indicado en la metodologia.

Con el primer experimento (ENR_059) se obtuvo una curva de calibracién con una
R? de 0,995. En el ENR_060, se confirmé por parte del laboratorio que el kit estaba
defectuoso.

En ENR 061 _a se repiti6 el experimento ENR 059 pero no se observd
reproducibilidad de los resultados. Y la sefal proporcionada en ENR 061_b fue mucho mas
alta que en el ENR 059.

Los resultados de la curva de calibracion de cada experimento se muestran en la
Tabla 50:
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Tabla 50. Resultados de las curvas de calibracion del kit ELISA comercial.

Concentracion Media de absorbancia (610-450 nm)

?f&ﬁg”mab estandar | t\r 059 ENR_060 ENR 061 a | ENR 061 b
| 4000 0,714 0,101 0,800 1,445
| 2000 0,760 0,075 0,851 1,479
| 1000 0,732 0,059 0,900 1,419
| 500 0,687 0,054 0,910 1,382
| 250 0,665 0,043 0,839 1,288
| 125 0,519 0,043 0,726 1,020
| 62,5 0,371 0,047 0,567 0,908
0 0,048 0,043 0,119 0,063
| R2 0,995 NA

NA: no aplica. Se confirmo por parte del laboratorio, defecto en el kit.

A pesar de un buen ajuste, la media de absorbancia fue baja y no reproducible. En

las graficas siguientes se representan las concentraciones medidas en el ENR 059 y

ENR_061_ay b.

En la Figura 65, se representan los resultados de los experimentos ENR_059 y

ENR_061, ambos determinaron concentraciones en los mismos pacientes.

5.3.3.1. Valoracion final del desarrollo

En el caso del ELISA comercial, a pesar de estar validado y protocolizado por el
laboratorio, los resultados obtenidos en los distintos experimentos no fueron reproducibles.
Esto impidié confirmar la consistencia entre ensayos. Debido a la reciente comercializacion

del kit y a su coste elevado, no se continué con la implementacion de este método en el

presente estudio.
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Figura 65. Resultados ELISA kit comercial.

Grafica superior: evolucion individual de 8 pacientes (ENR _059). Grafica inferior: determinacion de
los mismos pacientes que en ENR_059 (ENR_061, indicados como * y linea de guiones), los valores
ausentes fueron por falta de deteccion (sefial< LLOQ). El eje Y representa las concentraciones de
benralizumab y el eje X, el tiempo de extraccién (basal (dia 0), dia 4 y semanas 6, 7 y 8).
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6. DISCUSION

La experiencia acumulada en la optimizacion posolégica de anticuerpos
monoclonales ya sea en funcion de la clinica o de concentraciones plasmaticas, ha
demostrado que el ajuste de la posologia puede contribuir al éxito terapéutico, tanto
mediante la reduccion de dosis, en pacientes estables, como con el aumento, en casos de
respuesta insuficiente.

El objetivo de esta tesis fue explorar la posibilidad de optimizar el tratamiento
biolégico en el asma grave. Para ello se plantearon dos bloques complementarios: un
ensayo clinico en el que se evalud la reduccién de hasta un 50% de la dosis de omalizumab
en pacientes respondedores y con estabilidad clinica, y el desarrollo de inmunoensayos
tipo ELISA para cuantificar niveles plasmaticos de benralizumab y mepolizumab como
herramienta de monitorizacién farmacocinética.

En cuanto al primer estudio, los resultados clinicos evidenciaron que mas del 90%
de los pacientes completaron el estudio sin exacerbaciones ni pérdida del control del asma,
manteniendo una funciéon pulmonar estable a lo largo del seguimiento. Por lo que podemos
decir que en pacientes tratados con omalizumab, la reduccién de dosis es factible. Ademas,
se evidencio un rango amplio de concentraciones plasmaticas de omalizumab, lo que
apoya la posibilidad de individualizar dosis. El analisis econdmico reveld un primer ahorro
en el coste sanitario total de 3.123 € /paciente-afo, que podria aumentar de forma
significativa, hasta 8.833 €/paciente-afio, si se aplicara de manera generalizada en la
practica clinica habitual. Respecto al segundo estudio, las pruebas piloto de ELISA
sugieren variabilidad interindividual en niveles de benralizumab, lo que justifica continuar

optimizando estas técnicas en futuros estudios.
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6.1. OPT-OMA-ASTHMA. Ensayo clinico

Aproximadamente la mitad de los pacientes con asma grave presentan un fenotipo
alérgico. Omalizumab, un anticuerpo monoclonal anti IgE, ha sido utilizado en esta
poblacion durante mas de dos décadas, con millones de dosis administradas y una amplia
experiencia clinica acumulada (296). Dado su uso extendido y su capacidad para mantener
la enfermedad controlada, surge de manera natural la pregunta sobre la posibilidad de
ajustar o incluso suspender su dosificacion en determinados pacientes.

En los ultimos anos, se han publicado diversos estudios que han explorado la
suspension completa (240,243) como la reduccion progresiva de la dosis (271). Sin
embargo, la evidencia disponible sobre la segunda estrategia es aun limitada, lo que
justifica el interés creciente en evaluar reducciones de dosis en pacientes estables, tanto
desde el punto de vista de la efectividad clinica, como del de la eficiencia terapéutica. Por
este motivo, una diferencia clave de nuestro estudio respecto a previos, es el disefio
prospectivo y controlado, que permitié evaluar de forma sistematica la seguridad de la
reduccion de dosis.

El abordaje de la suspension ha sido abordado en estudios como el XPORT (243),
asi como en los trabajos de Molimard et al. (240) y Slavin et al. (129), donde evaluaron la
retirada completa del farmaco en pacientes previamente controlados. En todos ellos se
observd una tasa elevada de pérdida de control y de exacerbaciones, lo que limitd la
viabilidad de esta estrategia.

Ledford et al. (243) estudiaron pacientes en tratamiento crénico con omalizumab,
durante casi 5 anos, dato similar a nuestro estudio. En su cohorte, mas de la mitad de los
pacientes que suspendieron el tratamiento experimentaron exacerbaciones, mientras que
aquellos que continuaron mantuvieron mejor control clinico y menor riesgo de recaidas. Es
importante sefialar que la suspension de tratamiento se realizd de forma abrupta sin
periodo de escalonado.

Molimard et al.(240) mostraron una pérdida significativa de control a los afos de
suspender omalizumab, concretamente con una media de 20,4 meses (IC95%: 8,3-28,1).
Por este motivo, nuestro protocolo contempld la prolongacion del seguimiento un afo
adicional tras la fase de intervencién, con el objetivo de confirmar la estabilidad a medio
plazo. Aunque el seguimiento global del ensayo OPT-OMA-ASTHMA aun no ha finalizado,

11 pacientes han completado ya un afio tras la reduccién de dosis sin pérdida de control.
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Esta experiencia refuerza la idea de que la reduccion parcial puede ser una estrategia mas
segura que la suspension completa.

Estos hallazgos refuerzan la experiencia acumulada de que la suspension completa
de omalizumab pude conllevar un riesgo significativo de pérdida de control en el asma
grave, poniendo de manifiesto la necesidad de explorar alternativas mas seguras, como la
reduccién parcial de la dosis. Un ejemplo relevante es el estudio retrospectivo de Bolke G
et al. (271), en el que se compard la reduccion de dosis con la prolongacién del intervalo
de administracion, aproximadamente un 30% en cada caso. Reclutaron 37 pacientes con
caracteristicas clinicas y funcionales similares a las de nuestro estudio, sin embargo,
unicamente exigieron cuatro meses de estabilidad clinica previa, con una media de
duracién de tratamiento con omalizumab en torno a 1,5 afios, incluso se incluyeron
pacientes con solo 3 meses de tratamiento. Ellos encontraron una pérdida de control en el
27% de los pacientes que prolongaron el intervalo y en el 100% (11 pacientes) de los que
se les redujo la dosis. En este estudio |la pérdida de control fue definida como descenso de
la FEV1 = 15% o de la puntuacion del ACT= 5 puntos o exacerbaciones. Concluyeron que
la prolongacion de intervalos parecia una estrategia mas adecuada para mantener la
estabilidad, aunque sefalaron un perfil de mayor gravedad en el grupo de reduccion de
dosis.

Nuestro estudio se centrd en la reduccidn de la dosis mensual de omalizumab y aplicod
un criterio de estabilidad mas estricto antes de la intervencion. La cohorte presenté una
duracion media de tratamiento cercana a cinco anos (ver Tabla 25), factor que
probablemente favorecio la seleccién de un grupo de pacientes con control sostenido y
mayor estabilidad, subrayando la importancia de la duracién del tratamiento antes de
plantear estrategias de optimizacion.

Otras comunicaciones breves presentadas en congresos sugieren que en pacientes
con asma alérgica bien controlada, puede ser factible espaciar la administracién sin pérdida
de efectividad. En una cohorte de 65 pacientes seguidos durante 48 meses, se aplicd un
alargamiento progresivo de la administracién de omalizumab, de tal forma que al final del
estudio, casi la mitad de los pacientes llego a disminuir la administracion a una frecuencia
= 6 semanas (297). Otro estudio (167) reportd que el 68% de los pacientes logré ampliar el
intervalo de administracion hasta 16 semanas, con una mejoria clinica y funcional,
particularmente en los pacientes mas jovenes. Asimismo, existen datos preliminares
prospectivos que indican que la efectividad podria mantenerse ajustando la dosificacion en

funcion de la semivida y el estado estacionario del farmaco. En una cohorte de 31
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pacientes, un 94% consigui® mantener el control clinico tras alargar el intervalo de
administracion, pudiendo extender las dosis a partir de la novena o undécima
administracion, segun el esquema inicial. Estos resultados sugieren que la farmacocinética
de omalizumab puede guiar estrategias de optimizacién individualizada (298). Los tres
estudios mencionados incluyen un numero considerable de pacientes y reportan resultados
concordantes, tanto en la estrategia de reduccion de dosis, como en el mantenimiento del
control clinico. No obstante, ninguno ha sido publicado en revistas indexadas,
probablemente debido a su disefio metodolégico observacional y a la ausencia de un
ensayo clinico controlado que respalde sus hallazgos.

Hasta el momento, los datos publicados sugieren que tanto la reduccién de dosis,
como la extensién de intervalos, son estrategias con potenciales de optimizacién en
pacientes estables, pero los resultados son heterogéneos y con limitaciones metodolégicas
que impiden extraer conclusiones definitivas.

En cambio, nuestro ensayo OPT-OMA-ASTHMA aporta evidencia novedosa al
centrarse especificamente, en la reduccién escalonada de la dosis mensual de omalizumab
hasta un 50%, en pacientes con al menos seis meses de estabilidad clinica y funcional.
Aunque se permitié el ajuste del intervalo de administracion en aquellos pacientes que
inicialmente recibian dosis cada dos semanas (8 pacientes, 32%), este ajuste se limit6 a
espaciar la administracion a cuatro semanas, de acuerdo con la ficha técnica vigente. A
diferencia de los estudios de suspension, en nuestro ensayo ningun paciente presento
exacerbaciones tras la reduccion y se mantuvo tanto el control clinico, como la funcion
pulmonar en el seguimiento realizado.

La seleccion adecuada de pacientes constituye un aspecto clave para plantear la
reduccion de dosis de omalizumab. Estudios previos como OMADORE (244) incluyeron
inicialmente pacientes corticodependientes, aunque al inicio del ensayo debian de estar
con la minima dosis posible de GCO o haberla suspendido. En OMADORE, los pacientes
se clasificaron segun su tolerancia a la reduccién: intolerantes (no fue posible reducir),
parcial (reduccién parcial con necesidad de reintroduccién) y tolerantes (suspension
completa). El objetivo principal era suspender o reducir omalizumab sin provocar
exacerbaciones graves, permitiéndose incrementos temporales de corticoides en caso
necesario, sin considerarlos como pérdida de control. Los autores senalaron que los
pacientes con mejor respuesta inicial tendieron a tolerar mejor la reduccion, aunque no se

identificd un fenotipo predictivo de suspension exitosa. Ademas, sugirieron plantear la
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reduccion a los 3-4 anos de tratamiento, considerando improbable su éxito mas alla de ese
periodo.

En el estudio OPT-OMA-ASTHMA, se aplicaron criterios mas estrictos para evitar
posibles confusiones en la interpretacion de la respuesta. Se incluyeron pacientes con un
buen control clinico, definido como: ACT > 20 puntos, ausencia de exacerbaciones vy
medicacion de rescate, funcion pulmonar >80% o con valores mas bajos, pero dentro de
los mejores del paciente. No se incluyeron pacientes corticodependientes, la necesidad de
corticoides se estableci6 como criterio de evolucién no favorable. No obstante, fue
necesario usar corticoides en 4 pacientes al presentar cuadros infecciosos, comprobados
todos ellos por frotis o cultivos positivos, por o que no se contabilizé como pérdida de
control vinculada a la reduccién de dosis. Tanto el estudio OMADORE como el nuestro
amplian la evidencia existente al evaluar el efecto de la reduccidn de dosis de omalizumab
en dos poblaciones diferentes, aportando una perspectiva complementaria a la literatura
publicada.

Hay otros factores que pueden contribuir a la pérdida de control del asma, como la
falta de adherencia al tratamiento, los habitos toxicos, el estado emocional y la exposicion
a alérgenos entre otros. En tres de nuestros pacientes, estas circunstancias motivaron la
discontinuacion de su participacion en el estudio: habito tabaquico en uno de ellos,
empeoramiento significativo de la rinitis alérgica y pérdida de control con ansiedad.

En la Figura 37, se muestra como nuestros datos confirman la mejoria significativa
en ACT y FEV; tras el inicio del tratamiento con omalizumab, evidenciando, como ya esta
establecido, su efectividad en el AGNC de fenotipo alérgico y respaldando su uso como
una buena opcion terapéutica.

Todos los pacientes hasta los 6 primeros meses del ensayo redujeron un 25% su
dosis inicial, donde los resultados indicaron que se mantuvo el control de la enfermedad,
sin cambios en el ACT. Posteriormente, se divididé la muestra en 2 grupos de reduccion
(25% vs. 50%) para comparar si era posible llegar a reducir la dosis hasta un 50%. En
ambas ramas, el ACT se mantuvo estable y no hubo crisis asociada a la reduccién.

Cabe destacar que, dentro de nuestra cohorte, a lo largo de los 12 primeros meses
del estudio, se identificaron distintos patrones de evolucién funcional: algunos pacientes
mantuvieron una funciéon pulmonar estable, mientras que otros presentaron oscilaciones,

sin que ello comprometiera el control clinico.
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Estos hallazgos sugieren que ambas estrategias de reduccién son viables, siendo
factible una disminucién de dosis de hasta el 50%, lo que ademas se presenta como la
opcion mas eficiente desde el punto de vista terapéutico.

En nuestro estudio, los valores de FEno y eosinofilia se mantuvieron estables a lo
largo del seguimiento, con una media de 300 células/pL y 35 ppb, respectivamente. Estos
niveles son comparables a los observados en los grupos sin exacerbaciones en el estudio
de Ledford D et al. (243), lo que sugiere que la reduccion de dosis de omalizumab, al menos
hasta un 50%, no afecta a los niveles de estos biomarcadores inflamatorios. Asimismo, en
concordancia con dicho estudio, resulta relevante mencionar que la paciente excluida por
rinitis alérgica presentd un pico de eosinofilia de 800 células/uL. Este hallazgo sugiere que
los eosinodfilos en sangre si podrian constituir un biomarcador util a considerar antes y
durante la implementacién de estrategias de reduccion de dosis.

En relacién con la IgE, Ledford D et al. (243) detectaron también que los pacientes
que tenian un empeoramiento clinico tras la suspensién del farmaco tenian mayores
niveles de IgE libre en sangre. En nuestro estudio no se ha medido la IgE libre, pero se ha
usado un método indirecto correlacionado con este valor, el receptor FceRI (299-301). Los
niveles de este se mantuvieron estables, e incluso mostraron una ligera tendencia a la
disminucion, lo que podria explicarse por los buenos resultados obtenidos en términos de
estabilidad clinica de los pacientes a lo largo del seguimiento.

Respecto a la IgE total, la Figura 39 muestra que, en nuestro estudio, los niveles de
IgE total, que incluyen la IgE libre y el complejo IgE-omalizumab, se mantienen estables a
lo largo del tiempo. Por otra parte, al analizar la IgE total en funcién de la dosis mensual
administrada, se observa que los pacientes que reciben dosis mas altas de omalizumab
presentan niveles mas elevados de IgE total (Figura 39). De forma concordante, en el grupo
con reduccion del 50%, se evidencia una disminucién significativa de IgE total a los 12 y
24 meses. En conjunto, estos hallazgos sugieren que los niveles de IgE total estan
determinados por la dosis del farmaco, y por tanto, carecen de valor como biomarcador
predictivo.

Las concentraciones plasmaticas (Cp) de omalizumab muestran una asociacion
dosis-dependiente, si bien existe una considerable variabilidad interindividual. Como se
observa en la Figura 45, para una misma dosis administrada se obtienen diferentes niveles
plasmaticos.

Tras la primera reduccion de dosis, se evidencié un descenso de Cp en todos los

pacientes, mas acusado en aquellos que recibian > 900 mg mensuales. Este hallazgo
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podria explicarse por las caracteristicas farmacocinéticas del farmaco, en particular por los
procesos de distribucion y eliminacién. Omalizumab se encuentra en dos formas: complejo
omalizumab-IgE y omalizumab libre. La fraccion libre, que se comporta de manera analoga
a una IgG convencional, es parcialmente reciclada por el receptor FcRn (108), lo que
prolonga su vida media y retrasa su eliminacion. Tras la reduccién de dosis, el descenso
de Cp se atribuiria principalmente a la fraccién libre, mientras que el complejo omalizumab-
IgE permaneceria relativamente estable debido a la disponibilidad de IgE circulante. En
dosis de omalizumab mas bajas, las variaciones de Cp fueron menos pronunciadas, lo que
refuerza la idea de un estado de equilibrio entre distribucion y eliminacion, en el cual la
reduccion de dosis tiene un impacto atenuado sobre las Cp. Por tanto, se podria hablar de
un umbral de saturacion de complejos IgE-omalizumab, donde la Cp total tiende a
estabilizarse, garantizando la supresion de IgE libre y el mantenimiento de la efectividad
clinica incluso con regimenes de dosis reducidas. Por el contrario, en situaciones de
sobredosificacion se observa un descenso pronunciado de la Cp, atribuible a la eliminacion
de la fraccion libre de omalizumab. Estos resultados sugieren que la respuesta clinica
puede mantenerse con dosis bajas, siempre que estas se ajusten de forma individualizada,
lo que podria tener implicaciones relevantes en términos de optimizacién terapéutica y
coste-efectividad.

En conclusion, los hallazgos respaldan la viabilidad de ajustar la posologia de
omalizumab con el objetivo de alcanzar una dosis minima eficaz, capaz de mantener
niveles suficientes para el control sostenido de la enfermedad, optimizando el tratamiento
y minimizando el riesgo de sobredosificacion.

Una vez reducida la dosis, podemos plantear qué marcadores podrian emplearse
para monitorizar la respuesta a dicha reduccion. La evidencia es todavia controvertida
respecto a la utilidad de varios biomarcadores. En el caso de la IgE libre, tanto Korn S et
al. (300) como Domingo C et al. (302) senalan, que esta no discrimina entre respondedores
y no respondedores cuando se evalua al inicio del tratamiento. Sin embargo, Gon Y et al.
(299) muestran que la monitorizacion de IgE libre durante la fase de reduccion de dosis
podria ser util: un aumento de IgE libre tras la reduccion se asocia con mayor riesgo de
exacerbaciones o pérdida de control.

En nuestro estudio no se determinaron los niveles de IgE libre; sin embargo, se
evaluo la expresion del receptor FceRl como biomarcador de respuesta. Tal como se
muestra en la Figura 44, los niveles de este receptor se mantuvieron estables en la mayoria

de los pacientes. De forma concordante, la Cp de omalizumab, tras la primera reduccion
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de dosis, permanecio en la mayoria de los casos dentro del rango de 20-80 pg/mL, valores
por otra parte consistentes con la Cp valle descrita por Kroes JA et al. (130), sin variaciones
relevantes durante las fases de intervencion y mantenimiento. Estos hallazgos podrian una
vez mas correlacionarse con la estabilidad clinica observada en la cohorte, a pesar de la
reduccién de dosis.

No obstante, resulta especialmente relevante el caso de una de las pacientes que
salié del estudio, en quien se observé una elevacion discreta en la expresion del receptor
FceRI, una Cp baja, de 30 ug/mL, y como se ha mencionado previamente un pico de 800
células/uL. Asimismo, la otra paciente que se retiré del estudio por mal control clinico
mostro niveles de Cp todavia mas bajos, inferiores a 20 pug/mL.

Estos hallazgos sugieren que la combinacion de aumento de niveles de FceRl,
eosinofilia elevada y Cp bajas podria actuar como un indicador temprano de riesgo de
pérdida de control clinico durante la reduccion de dosis de omalizumab. La monitorizacion
simultanea de estos tres biomarcadores podria, por tanto, convertirse en una herramienta
valiosa para anticipar la pérdida de control y optimizar las estrategias de reduccion de dosis.

Futuros estudios, con mayor tamafio muestral y seguimiento prolongado, deberian
evaluar el valor predictivo de esta combinacidon de marcadores y explorar su incorporacion
en algoritmos de decision clinica, con el objetivo de facilitar una individualizacion mas
segura y eficaz del tratamiento.

Por ultimo, surgen dos cuestiones clave en relacién con la optimizacion del
tratamiento: hasta qué punto es posible reducir la dosis y si es factible alcanzar la
suspension completa de omalizumab. En relacién con el primer interrogante, la evidencia
disponible respalda la posibilidad de reducir la dosis, fundamentalmente mediante la
prolongacién de los intervalos de administracion, con resultados favorables en pacientes
cuidadosamente seleccionados.

En contraste, la suspensiéon completa del tratamiento ha mostrado, en la mayoria de
los estudios, un incremento en el riesgo de exacerbaciones y pérdida de control del asma.
No obstante, estos hallazgos deben interpretarse con cautela, ya que muchos de los
trabajos presentan limitaciones metodoldgicas relevantes, entre ellas una duracion
insuficiente del tratamiento previo a la retirada (259), la realizacion de suspensiones
abruptas (243), la presencia de biomarcadores inflamatorios alterados o eosinofilia basal,
asi como potenciales conflictos de interés en algunos disefos patrocinados por la industria

farmacéutica (por ejemplo, el estudio de Slavin RG et al.(129)).
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A partir de la experiencia obtenida en este ensayo clinico, consideramos que es
factible plantear una desescalada paulatina de la dosis de omalizumab que permita
mantener el control de la enfermedad. Este planteamiento se sustenta en fundamentos
fisiopatoldgicos, ya que diversos estudios han demostrado que el tratamiento prolongado
con omalizumab conduce a niveles sostenidamente bajos de IgE libre y a una disminucion
progresiva en la produccion endogena de IgE, efecto que se intensifica con el tiempo
(123,126,299,303).

Desde el punto de vista farmacocinético, en nuestra cohorte observamos que en
algunos pacientes, especialmente aquellos tratados con dosis elevadas, se produce
acumulacion de Cp y una mayor variabilidad interindividual, pero siempre con valores
superiores a 100 ug/mL. Por el contrario, en pacientes con Cp mas bajas, los niveles fueron
mas estables y homogéneos entre individuos. Teniendo en cuenta que omalizumab es una
IgG monoclonal, es razonable pensar que su semivida puede prolongarse con el tiempo
mas alla de los 16 dias descritos, en parte por su interaccion con receptores FcRn (304)
que le protege de la degradacion. Adicionalmente, la saturacion de receptores diana puede
ralentizar su eliminacion, favoreciendo una mayor exposicion sistémica. Estos fendmenos,
en conjunto, podrian explicar la acumulacion observada cuando se mantienen dosis fijas
administradas cada 2 o 4 semanas, lo que respalda la idea de ajustar la dosis de forma
individualizada segun las necesidades de cada paciente.

En nuestro estudio, los valores de Cp tras la reduccién tendieron a converger hacia
un rango similar en todos los pacientes, independientemente de la dosis inicial o de la
magnitud de la reduccion, lo que sugiere que podria ser posible mantener el control clinico
con dosis minimas efectivas o incluso con un esquema de mantenimiento de baja
frecuencia en determinados casos.

Como propuesta de traslacién a la practica clinica, planteamos la implementacién de
una reduccion de dosis individualizada, particularmente en pacientes que reciben dosis
altas. Para ello, se recomienda que el paciente lleve al menos dos anos de tratamiento y
haya alcanzado remision clinica sostenida. La monitorizacién de Cp y de la expresion de
FceRIl puede actuar como herramienta objetiva para guiar la reduccion, junto con la
evaluacion de eosinofilia y comorbilidades. En cuanto a la estrategia de reduccion,
sugerimos una desescalada escalonada, con intervalos no inferiores a seis meses, tanto
mediante por una reduccion de dosis como por el alargamiento progresivo de los intervalos
de administracion. Aunque el limite minimo de dosis eficaz esta por determinar, nuestros

hallazgos sugieren que algunos pacientes podrian mantenerse con dosis muy bajas vy
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espaciadas en el tiempo, e incluso, que en casos seleccionados podria considerarse la

suspension completa del tratamiento.

6.1.1. Limitaciones

Este ensayo presenta varias limitaciones que deben tenerse en cuenta al interpretar
los resultados. En primer lugar, se tratdé de un estudio abierto, lo que implica un posible
sesgo de evaluacion; sin embargo, todas las visitas y procedimientos fueron
estandarizados entre grupos, lo que contribuye a mitigar este riesgo.

En segundo lugar, no se alcanzo el tamafio muestral inicialmente estimado, debido a
la introduccién de nuevas opciones terapéuticas y a recomendaciones de autoridades
sanitarias durante el periodo de reclutamiento, lo que limitd la inclusion de nuevos
pacientes y puede reducir la potencia estadistica, especialmente en el andlisis de
subgrupos.

En tercer lugar, no se midieron los niveles de IgE libre, un parametro que podria haber
ayudado a caracterizar mejor el mecanismo de accién del farmaco y a explicar la
variabilidad interindividual observada en las concentraciones plasmaticas.

En cuarto lugar, la recogida de datos en la fase previa al ajuste de dosis fue mas
limitada, ya que en la practica clinica habitual las visitas de seguimiento de pacientes
estables se realizan cada seis meses, lo que reduce la disponibilidad de informacion
detallada en el periodo basal. Ademas, algunos pacientes habian iniciado el tratamiento
con omalizumab antes de la implantacion de los sistemas de registro electronico o en los
meses previos al inicio de la pandemia por COVID-19, lo que dificulté el acceso a datos
clinicos completos.

Por ultimo, aunque la monitorizacion de Cp y FceRI aporté informacién valiosa, aun
no existe un consenso sobre los puntos de corte 6ptimos que definan niveles seguros para
guiar la desescalada de manera universal. Asimismo, otros factores potencialmente
relevantes para la pérdida de control, como la adherencia al tratamiento de base, los
habitos toxicos, el estado emocional o la exposicidon ambiental, no pudieron ser controlados

de manera estricta.
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6.2. Analisis de coste-efectividad

En el analisis de coste-efectividad se incluyeron 21 pacientes, procedentes del
Hospital del Mar y del Hospital Vall d’ Hebron.

El andlisis econdmico se realizé desde la perspectiva del sistema sanitario e incluyd
exclusivamente los costes directos sanitarios, que abarcaron el coste del farmaco, las
visitas médicas y de enfermeria para su administracion, asi como las determinaciones
analiticas y pruebas funcionales respiratorias efectuadas durante el seguimiento. No se
consideraron los costes indirectos (por ejemplo, pérdida de productividad laboral); sin
embargo, dada la naturaleza del disefio del estudio y los criterios de inclusién, que exigian
ausencia de exacerbaciones asmaticas y de consultas no programadas, es razonable
asumir que su impacto habria sido minimo en la cohorte analizada.

Durante el afo previo, los pacientes incluidos en el estudio generaron un coste
sanitario total de 366.345 €/ano, lo que representa una media de 17.445 € por paciente. De
este total, el 93% correspondié al gasto directo de omalizumab, con un coste medio por
paciente de 16.274 €. Los costes restantes sumaron 1.170 €, distribuidos en 635 € por
visitas médicas al especialista, 387 € por visitas de enfermeria (administraciones), 51 € en
analiticas, 86 € en espirometrias. Se registraron gastos minimos asociados al uso de
envases de salbutamol y corticoides, sin superar 1 €/paciente de media, dato consistente
con la buena estabilidad clinica de la cohorte.

Durante la fase de intervencion, el coste sanitario total ascendié a 300.741 €, de los
cuales el 77% correspondié al gasto directo en omalizumab, con un coste medio por
paciente de 11.063 €. En comparacion con la fase previa, el gasto total de la cohorte
disminuy6 en 65.583 €, lo que equivale a un 18% del escenario estandar.

Al final del estudio, considerando un seguimiento de dos afios y que solo habian
alcanzado esta fase 11 pacientes, el coste sanitario total se redujo a 116.963 €, lo que
representa un 61% del escenario estandar de estos pacientes, con un ahorro absoluto de
74.932 €. De este total, el 97%, casi la totalidad del gasto total correspondié al gasto en
omalizumab, con un coste medio de 10.298 €/paciente-afio, distribuyéndose en 11.136
€/paciente para RDF 25% y 9.600 €/paciente para RDF 50%. La diferencia absoluta frente
al escenario estandar fue de 101.395 € (63%) para el grupo RDF 25% y de 147.982 € (71%)
para RDF 50%. En conjunto, el gasto total de la cohorte se situdé en 223.293 €, equivalente

al 61% del escenario estandar.

213



6. DISCUSION]| 6.2. Analisis de coste-efectividad

El analisis de sensibilidad mostré que la estrategia de reduccion escalonada de dosis
se mantiene robusta frente a variaciones en los costes. La entrada inminente del biosimilar
permitira una reduccion adicional del precio de omalizumab, y la combinacién de ambas
medidas podria optimizar ain mas el ahorro sanitario total.

Estos resultados evidencian un importante ahorro econdémico tras la optimizacién de
la dosis, ahorro que se encuentra estrechamente vinculado al coste de omalizumab. Si bien
el impacto econémico es menor durante el primer afio, debido a la desescalada progresiva
de la dosis, se espera que el ahorro acumulado se incremente de manera sostenida en los
afos posteriores.

Es fundamental destacar que esta estrategia de reduccién gradual ha permitido
mantener la estabilidad clinica de los pacientes, lo que refuerza el adecuado balance
beneficio-riesgo del ajuste posoldgico, aun cuando el ahorro econémico inicial sea mas
moderado. De hecho, no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre el
periodo pre-reduccion y el periodo post-reduccion en ninguna de las variables de
efectividad clinica analizadas, ni en los distintos subgrupos de reduccion. Este hallazgo
respalda la robustez y seguridad de la estrategia, al tiempo que favorece un uso mas
eficiente y racional del tratamiento.

En el afio 2024, en nuestra unidad de asma estan en tratamiento un total de 29
pacientes que suponen el 22% de los pacientes con terapias biolégicas activas. La mayoria
de estos estan con dosis reducidas a la inicial. ElI gasto econdmico que suponen estos
tratamientos es aproximadamente el 22% del coste total de los biolégicos del asma. Lo que
implica que hoy en dia el omalizumab no supone una carga extra en el presupuesto del
asma en relacion con otros bioldgicos. Si a esto, le sumamos, que el biosimilar se
incorporara en las proximas semanas, y que va a suponer alrededor de una reduccion
econdmica del 30%, la combinacién de ambos generara un mayor ahorro econémico.

Con el objetivo de explorar la aplicabilidad potencial de esta estrategia en un ambito
mas amplio, se realizé una extrapolacion simple de los resultados a nivel nacional y
autondémico, reconociendo las limitaciones derivadas del reducido tamafio muestral y de
las asunciones necesarias para el calculo. Segun estimaciones disponibles durante el
periodo de reclutamiento (datos no publicados del estudio “Mapa-2 de la prescripcién de
anticuerpos monoclonales para el tratamiento del asma grave no controlado en Espara’,
Casas-Maldonado F, et al. Foro SEPAR Autonémico de Asma), aproximadamente 3.173
pacientes recibian tratamiento con omalizumab en Espaia, de los cuales 419 pacientes se

encuentran en Cataluia.
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Si se asumiera que los resultados de nuestro estudio fueran extrapolables y que la
optimizacion se aplicard a una reduccién del 50%, el ahorro potencial del gasto en
omalizumab podria alcanzar durante el primer afo:

- Ambito nacional: 6.633 € * 3.173 pacientes = 21 millones de euros anuales.

- A nivel autonomico (Catalufia): 6.633 € * 419 pacientes = 2,8 millones de euros

anuales.

En el segundo afio, considerando un ahorro medio estimado de 8.960 € por paciente,
el impacto presupuestario potencial seria aun mayor:

- Ambito nacional: 8.960 € * 3.173 pacientes =~ 28 millones de euros anuales.

- A nivel autonémico (Catalufia): 8.960 € * 419 pacientes = 3,8 millones de euros

anuales.

Estas cifras, aun con el caracter exploratorio de la estimacion, ilustran el elevado
impacto que la optimizacién posoldgica de omalizumab podria tener sobre la sostenibilidad

del sistema sanitario, tanto en el contexto nacional como autonémico.

6.2.1. Limitaciones

Este analisis presenta varias limitaciones que deben considerarse al interpretar los
resultados. En primer lugar, el tamafio muestral fue reducido, lo que puede limitar la
potencia estadistica y la generalizacién de los hallazgos. Aunque se trata de un ensayo
realizado en condiciones de practica clinica real, la extrapolacion de los hallazgos a otros
entornos debe hacerse con precaucion, ya que los costes de adquisicion de omalizumab y
de los procedimientos asociados pueden variar entre hospitales y comunidades
auténomas. No se han incluido costes indirectos (pérdida de productividad, absentismo
laboral, etc), ni medidas de calidad de vida ajustada por afnos (QALYs), lo que limita una
evaluacion completa de coste-efectividad.

El horizonte temporal de seguimiento se restringié a dos afios y el andlisis se centrd
en costes medios, lo que puede ocultar la variabilidad interindividual y no refleja
completamente el impacto a largo plazo en pacientes con tratamiento crénico.

Por ultimo, no se consideraron los costes potencialmente evitados por eficacia; sin
embargo, en nuestro estudio no se observé pérdida de efectividad con las reducciones de
dosis implementadas, por lo que el ahorro calculado refleja Unicamente los costes directos

del farmaco y del seguimiento.
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6.3. Cuantificacion de los niveles plasmaticos de
benralizumab y mepolizumab mediante técnicas de ELISA

La determinacién plasmatica de terapias biolégicas se ha consolidado como una
estrategia clave para optimizar el tratamiento de diversas enfermedades inmunomediadas.
Varios estudios han evidenciado diferencias interindividuales en la respuesta, atribuibles a
la variabilidad farmacocinética (PK) y farmacodinamica (PD) de estos farmacos (30—
32,305-308).

En el asma, la informacién disponible sobre PK/PD y niveles plasmaticos procede
casi exclusivamente de ensayos pivotales (291), en los que estas determinaciones se
emplean para definir la dosis éptima capaz de alcanzar los objetivos terapéuticos en el
conjunto de los pacientes. Sin embargo, en la practica clinica real, donde los pacientes
presentan mayor heterogeneidad, multiples comorbilidades y tratamientos prolongados, no
se realizan determinaciones plasmaticas de rutina. A ello se suma que, para algunos de
estos farmacos, ni siquiera existe una técnica disponible que permita cuantificarlos de
manera accesible.

Para ello, los inmunoensayos basados en la unién especifica entre el farmaco y su
proteina diana, como los ensayos de unién de ligandos, se han consolidado como técnicas
analiticas esenciales para cuantificar estos anticuerpos monoclonales. No obstante, los kits
comerciales no siempre estan disponibles o presentan limitaciones de sensibilidad,
especificidad o adaptabilidad, lo que hace necesario el desarrollo de metodologias propias
robustas y reproducibles para trasladar esta informacion desde los ensayos clinicos a la
practica asistencial (185,193,287,309,310).

Los resultados obtenidos en nuestro estudio OPT-OMA-ASTHMA, centrado en los
niveles plasmaticos de omalizumab, sugieren que disponer de una herramienta como un
ELISA permitiria conocer y monitorizar la concentracion plasmatica a lo largo del tiempo.
Aunque aun no se disponga de rangos terapéuticos definidos, esta aproximaciéon puede
aportar informacion valiosa sobre el comportamiento PK/PD individual y su evolucion en el
progreso de la enfermedad.

En este contexto, la experiencia acumulada con el ajuste de dosis de bioldgicos en
otras enfermedades inmunomediadas, junto con la ausencia de datos PK/PD post-
comercializacion y la carencia de inmunoensayos disponibles para el asma, refuerzan el
valor del desarrollo de un ELISA no comercial como el presentado en esta tesis. En
enfermedad inflamatoria intestinal, la monitorizacion de infliximab mediante ELISA permitio
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ajustar dosis y mejorar la respuesta clinica (219) y en reumatologia, su medicion durante
las primeras administraciones predecia el fracaso al tratamiento (308). Otros autores
utilizaron los niveles plasmaticos para monitorizar estrategias de reduccién de dosis (311).
De manera similar, en dermatologia, Soenen R et al.(310), dada la variabilidad de
respuesta al tratamiento con secukinumab, desarrollaron y validaron un inmunoensayo,
gracias al cual determinaron un punto de corte para distinguir entre respondedores y no
respondedores. Estos ejemplos refuerzan la idea de que el desarrollo de inmunoensayos
propios permite optimizar la dosificacién, comprender el PK/PD de los farmacos y
personalizar el tratamiento, principios directamente aplicables a la monitorizacién de
biolégicos en asma.

Durante la primera fase, el desarrollo del ELISA de benralizumab y mepolizumab se
centré en adaptar las caracteristicas propias de este tipo de inmunoensayo a ambos
farmacos. Ante la ausencia de un protocolo especifico y en linea con la literatura previa, se
optimizaron las condiciones experimentales (tipo de ELISA, concentraciones y tiempos de
incubacién) con el objetivo de lograr una sefal especifica, reproducible y con minima
interferencia de matriz. A lo largo del proceso se exploraron sistematicamente diferentes
condiciones para mejorar la técnica.

Durante el desarrollo, se identificaron tres problemas principales: senal de fondo
elevada, falta de sensibilidad y escasa reproducibilidad, lo que impidié alcanzar los criterios
minimos exigidos para una validacion completa. Los avances fueron mayores en
benralizumab, por lo que la discusion se centra en este farmaco.

El problema de la matriz del suero, que generaba una sehfal alta, se resolvid
parcialmente mediante el uso de un anticuerpo IgG especifico frente a IgG1, la clase de
inmunoglobulina correspondiente a los farmacos estudiados. La reproducibilidad limitada
se observo también en los ELISA comerciales, lo que llevé a descartar su uso debido a la
imposibilidad de ajustar los componentes del ensayo comercial. Finalmente, aunque se
mejoraron la especificidad y la reproducibilidad, la sefial maxima obtenida no fue suficiente
para validar completamente la técnica.

Aunque en la fase metodolégica se consideraron los criterios de validacién
establecidos por las guias internacionales para inmunoensayos (FDA (194) y EMA (193)),
en nuestros experimentos mas recientes no se alcanzaron los estdndares minimos de
sensibilidad y limite inferior de cuantificacién necesarios para una validacion completa. A

nivel experimental, la sefal de fondo fue baja (0,007 a 0 ng/mL), pero la sefial maxima
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alcanzada a 4000 ng/mL apenas lleg6 a 0,266, alcanzando meseta temprana. Esta limitada
amplitud de sefal y el rango dinamico estrecho impidieron cuantificar de manera fiable las
concentraciones intermedias, restringiendo la aplicabilidad del ensayo. No obstante, el
desarrollo permitié identificar estrategias criticas de optimizacién, como el uso de
anticuerpos especificos anti IgG1, que serviran como base para futuras mejoras del
método.

Respecto a la concentraciéon plasmatica (Cp) de benralizumab, no se dispone de un
rango terapéutico claramente establecido. Segun la revision regulatoria de la FDA (285) en
adultos tratados con la posologia de 30 mg cada 8 semanas, la concentracion valle (Cyaie)
se situé en 250,6 ng/mL en semana 16 y 157,0 ng/mL en semana 40 en el estudio
SIROCCO (48 semanas), descendiendo a 6,6 ng/mL tras 16 semanas de suspension;
mientras que en CALIMA (56 semanas), la Cvaie fue de 246,6 ng/mL en semana 16 y 186,5
ng/mL en semana 48, descendiendo a 18,6 ng/mL tras 12 semanas de suspensioén.

En adolescentes (285), las concentraciones séricas de benralizumab oscilaron entre
180,5 y 368,0 ng/mL, mostrando un perfil similar al observado en adultos (241,0-287,0
ng/mL), mientras que en nifios la exposicion dependié claramente de la dosis administrada:
con 10 mg la Cyaie @ la semana 16 fue de 142 ng/mL y con 30 mg alcanzé 339 ng/mL,
reflejando la relacién dosis-exposicidn caracteristica de esta poblacion (248).

Un modelo poblacional simulado por Chia YL et al. (140) estim6 que la EC90 se
alcanza entre 203 y 414 ng/mL con la posologia de 30 mg cada 8 semanas. Este valor,
derivado de un modelo disefiado para garantizar eficacia en la mayoria de los pacientes,
podria implicar una exposicidon mayor de la necesaria en algunos individuos. La ausencia
de una relacion directa concentracidon-respuesta, asi como la variabilidad observada en
FEV: y exacerbaciones ante distintas concentraciones, sugiere que la reduccion de dosis
o frecuencia probablemente no altere la respuesta clinica. No obstante, estos hallazgos
deben interpretarse con cautela, especialmente en poblacion pediatrica y adolescente,
donde la evidencia aun es limitada.

Estos datos respaldan la relevancia del desarrollo de métodos propios para la
cuantificacion plasmatica de benralizumab, como el ELISA presentado en esta tesis.
Aunque no se alcanzo la validacién completa debido a limitaciones de sefial, los resultados
piloto permiten observar la exposicion plasmatica y el comportamiento PK del farmaco en
paciente en vida real, en tratamiento crénico con benralizumab. Esta acumulacién podria

estar mediada por el receptor FcRn, que protege a la IgG frente a la degradacion y
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contribuye a prolongar su vida media sérica, lo que sugiere un mecanismo fisiolégico

relevante para la farmacocinética de benralizumab en pacientes con tratamiento crénico.
Aunque este mecanismo no ha sido confirmado directamente en los pacientes, es
consistente con lo descrito en estudios de farmacocinética de anticuerpos IgG (312,313).
Estos hallazgos sugieren que, en la practica clinica, la relacion entre concentracion y
respuesta podria diferir de la estimada en los modelos tedricos, lo que refuerza la
necesidad de disponer de inmunoensayos sensibles que permitan caracterizar de manera
individual el comportamiento farmacocinético de benralizumab.

Nuestro desarrollo de un ELISA no comercial aporta aprendizajes clave,
especialmente en la seleccién de reactivos y en la identificacion de parametros criticos,
como la especificidad del anticuerpo de captura y la concentracién empleada. La
experiencia mostré que, en ausencia de pares de anticuerpos anti farmaco bien
caracterizados, es necesario recurrir a aproximaciones menos especificas, lo que
constituye un reto inherente a los ELISA no comerciales.

Asimismo, se identificaron aspectos técnicos que pueden guiar futuros desarrollos:
la optimizacion de los tampones de bloqueo, lavado y dilucion, todos ellos basados en PBS-
BSA, con o sin la adicion de Tween; y la necesidad de emplear soportes con alta capacidad
de unioén a proteinas. La limitada disponibilidad y el desempefio subdptimo de los kits
comerciales de benralizumab refuerzan la importancia de desarrollar métodos propios mas
reproducibles y sensibles. A diferencia de los ensayos comerciales disponibles, este tipo
de protocolos pueden adaptarse a contextos con recursos limitados, constituyendo una
herramienta util para estudios farmacocinéticos. Cabe destacar que el desarrollo de ELISA
en laboratorio se ha aplicado también en otras enfermedades, incluso cuando existen kits
comerciales, en parte debido a consideraciones de coste-efectividad (185).

Aunque nuestro ELISA aun no ha alcanzado la validacién completa, los resultados
obtenidos muestran que la monitorizacion plasmatica de bioldgicos es factible y
proporciona informacién preliminar valiosa sobre su farmacocinética y comportamiento
individual. Esto sienta las bases para futuros desarrollos, con el objetivo de lograr un
inmunoensayo reproducible y sensible que permita optimizar dosis de manera
personalizada, mejorar la atencién al paciente y generar evidencia util para la practica

clinica y el sistema sanitario.

219



6. DISCUSION]| 6.4. Discusion global

6.4. Discusion global

La evolucién del tratamiento del asma ha estado estrechamente vinculada al mayor
conocimiento de su fisiopatologia y el desarrollo de tratamientos biolégicos han supuesto
una nueva era. De forma similar a lo que ocurre en otras enfermedades inmunomediadas,
los resultados obtenidos han impulsado un cambio de paradigma: ya no se persigue
unicamente el control de la enfermedad, sino la busqueda de la remision clinica completa.
Aunque este concepto aun no esta claramente definido, transciende al mero control
sintomatico (48).

En los ultimos afos ha crecido el interés por valorar posibilidad de reducir o incluso
suspender la dosis de los bioldgicos en el tratamiento del asma, una estrategia que también
se ha explorado en otras enfermedades inmunomediadas. En esta linea, la GINA ya
recomienda la reevaluacién de la necesidad periddica de los tratamientos bidlogos, aunque
aun no existen directrices claras sobre como llevarla a cabo (48).

Un ejemplo reciente es el ensayo clinico OPTIMAL (238), que evalud la reduccion de
dosis de los anti IL-5. A diferencia de este, la mayoria de estudios previos con omalizumab
y mepolizumab se centraron en la suspension completa del tratamiento.

Este trabajo aporta evidencia adicional sobre la necesidad de optimizar el uso de
omalizumab, mepolizumab y benralizumab. En particular, nuestros resultados demuestran
que es posible mantener el control del asma con una reduccion de hasta el 50% de la dosis
de omalizumab, lo que confirma la viabilidad de estrategias de desescalada terapéutica.

Cabe destacar el papel de las comorbilidades, que obligaron a excluir a algunos
pacientes y que actuan como factores de confusion en la valoracion del control del asma.
Por ello, antes de plantear una reduccion de dosis, resulta esencial asegurar un adecuado
manejo de estas comorbilidades.

Nuestros hallazgos sugieren que la reduccion de dosis, guiada por criterios clinicos
y biomarcadores, es factible. No obstante, la incorporacion de herramientas objetivas como
el ELISA proporciona una caracterizacion mas precisa de la farmacocinética del biolégico.
Las concentraciones plasmaticas de omalizumab respaldan la monitorizacién terapéutica
de niveles como enfoque racional para la optimizacion del tratamiento.

Ademas, nuestros hallazgos sugieren que el perfil farmacocinético podria emplearse
no solo para ajustar la posologia, sino también como marcador indirecto de la actividad de

la enfermedad.
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Aunque durante esta tesis no fue posible disponer de una técnica ELISA
completamente desarrollada ni de un kit comercial valido para cuantificar las
concentraciones plasmaticas de benralizumab y mepolizumab, los avances alcanzados
apuntan a la necesidad de continuar investigando en esta linea. La optimizacién de
anticuerpos de captura y de deteccién mas selectivos para cada farmaco podria permitir
en el futuro una cuantificacién precisa y reproducible, con un impacto directo en la practica
clinica.

El analisis coste-efectividad realizado en el ensayo OPT-OMA-ASTHMA resulta de
gran interés, tanto por el impacto observado en los hospitales participantes como por las
implicaciones que puede tener en el gasto sanitario asociado al asma. Dado que se trata
de una enfermedad cronica y que omalizumab ha demostrado ser un bioldgico eficaz, la
reduccidon de dosis aporta no solo eficacia clinica, sino también eficiencia en el uso de
recursos sanitarios.

Esta estrategia favorece la sostenibilidad del sistema de salud y abre la puerta a
replantear incluso el momento éptimo para iniciar el tratamiento. A ello se suma la inminente
disponibilidad de biosimilares, que previsiblemente reforzara el impacto econémico positivo
de estas intervenciones.

En conjunto, tanto desde la perspectiva clinica como desde la econdmica, nuestros
resultados confirman que las estrategias de optimizacién terapéutica permiten evitar
tratamientos cronicos a dosis posiblemente innecesarias, reducen la carga para los
pacientes y contribuyen a contener el gasto sanitario.

A partir de nuestros resultados con omalizumab surgen varios interrogantes aun por
resolver en la optimizacién del tratamiento. Tal y como sefialan Khurana S y Georas SN
(314), el debate incluye cuestiones clave: ¢a qué pacientes dirigir la optimizacion?, ¢ cual
es la estrategia mas adecuada (reduccién de dosis, aumento del intervalo o suspension del
biolégico)?, ¢qué ocurre tras la desescalada y qué biomarcadores podrian guiar estas
decisiones?.

Nuestro estudio se centrd en la reduccion de dosis, mostrando resultados favorables.
No obstante, en pacientes con concentraciones plasmaticas estables podria explorarse la
viabilidad de espaciar las administraciones, por ejemplo, hasta cada seis u ocho semanas.
Asimismo, seria posible implementar reducciones adicionales, como un 25% extra, siempre
bajo un seguimiento estrecho que combine la percepcion clinica del paciente con la
monitorizacion de niveles plasmaticos, permitiendo evaluar la efectividad y seguridad de la

estrategia.
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Dado que el asma es una enfermedad inmunomediada, factores fisiopatoldgicos aun
no identificados pueden condicionar la respuesta individual, de modo que pacientes con
biomarcadores controlados o niveles plasmaticos similares, pueden reaccionar de forma
diferente a la reduccién de dosis. En este contexto, la clinica del paciente a lo largo del
tiempo y no en un momento Unico de evaluacion. sigue siendo el indicador mas fiable para
evaluar la optimizacion del tratamiento.

En consecuencia, la reduccion de dosis, e incluso en casos seleccionados, la
suspension, es posible, siempre que se contemple el riesgo de fallo en algunos pacientes.
En términos generales, los beneficios superan a los riesgos. Profundizar en la inmunologia
del asma permitira refinar estas decisiones y definir mejor conceptos como la remision
completa bajo tratamiento, e incluso podria de manera hipotética, sentar las bases para
explorar la posibilidad de alcanzar una curacién funcional en algunos pacientes mediante
biolégicos, aunque esto requiere evidencia futura.

Aungue en nuestro estudio solo se ajusta el régimen terapéutico de omalizumab, los
resultados vy la literatura disponible sugieren que las estrategias de optimizaciéon también
podrian aplicarse a otros bioldégicos, como benralizumab y mepolizumab. Los estudios
publicados hasta la fecha indican que existe variabilidad interindividual en la respuesta
clinica al tratamiento. Ademas, durante nuestros experimentos, las concentraciones
plasmaticas medidas mediante ELISA comercial y de desarrollo en el laboratorio mostraron
variabilidad; sin embargo, estos resultados deben interpretarse con cautela, ya que no han
podido ser reproducibles con la misma técnica. Aun asi, estas observaciones preliminares
refuerzan la necesidad de explorar estrategias de optimizacion personalizadas y subrayan
la importancia de desarrollar técnicas mas fiables de monitorizacidon farmacocinética.

En conjunto, estos hallazgos sugieren que la optimizacién del régimen terapéutico no
solo es factible, sino que permite mantener efectividad y seguridad, al tiempo que mejora
la sostenibilidad del tratamiento con biolégicos en asma grave. Sin embargo, es necesario
continuar esta linea de investigacion para confirmar los resultados y establecer protocolos

de individualizacion de dosis en la practica clinica habitual.
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Los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral nos han permitido obtener las
siguientes conclusiones:

Primera. El ensayo clinico OPT-OMA-ASTHMA demuestra que la reduccion
escalonada de la dosis de omalizumab, ya sea del 25% o del 50% mensual, basada en
criterios clinicos y biomarcadores, permite optimizar la posologia sin provocar pérdida de
efectividad. La reduccién del 50% mostré ser la estrategia mas eficiente.

Segunda. Las concentraciones plasmaticas de omalizumab muestran una notable
variabilidad interindividual. Los pacientes con dosis altas presentan concentraciones
plasmaticas especialmente elevadas. Tras la disminucién de dosis, todos mantienen una
estabilidad dentro de un determinado rango.

Tercera. La reduccién de la dosis de omalizumab permitié un ahorro medio anual por
paciente de 7.522 € en el coste sanitario total, desde el inicio hasta el final del estudio, sin
pérdida de efectividad. Estos hallazgos sugieren que la optimizacién de la dosis puede
contribuir de manera significativa a la sostenibilidad del tratamiento de una enfermedad
cronica como el asma grave no controlada.

Cuarta. El desarrollo y validacién del inmunoensayo ELISA no se llego a alcanzar ni
en benralizumab ni en mepolizumab. El kit comercial de benralizumab tampoco determiné
niveles plasmaticos con una suficiente reproducibilidad para ser aplicado en la practica

clinica.
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8. LINEAS DE FUTURO

A lo largo de la introduccion, se ha presentado una base suficiente de evidencia

publicada y, en el desarrollo de esta tesis, se han incorporado datos originales procedentes

de un ensayo clinico realizado en nuestro ambito. En conjunto, estos resultados evidencian

que el ajuste individualizado y la optimizacion del tratamiento, en funcién de la gravedad

de la enfermedad y de las caracteristicas especificas de cada paciente, constituyen un

ambito de investigacion en expansién y de especial relevancia clinica para avanzar hacia

estrategias terapéuticas mas eficientes.

En este marco, se plantean como lineas de investigacion futura las siguientes:

Cuantificacion de biomarcadores: determinar los niveles de IgE libre en los
pacientes incluidos y analizar su evolucién en relacion con la dosis de omalizumab
administrada y sus concentraciones plasmaticas.
Transferencia a la practica clinica: implementar el protocolo de reduccion
escalonada de dosis de omalizumab en unidades de asma de distintos hospitales,
con la correspondiente adaptacién a sus protocolos de seguimiento (numero de
visitas, analiticas, espirometrias, etc.).
Consolidacion farmacocinética: obtener concentraciones plasmaticas valle en
pacientes con mas de un afo de tratamiento con omalizumab, con el fin de
consolidar la relacién entre dosis mensual, concentracién plasmatica e IgE libre.
Optimizacion posoloégica: ampliar el estudio mediante un disefio con tres ramas
comparativas:

1. Reduccion progresiva hasta un 75 %.

2. Reduccion del 75 % seguida de suspension a los seis meses.

3. Mantenimiento de la dosis con prolongacién del intervalo hasta seis

semanas.

Aplicacion a otros farmacos bioldgicos: extender la aplicacion del protocolo
OPT-OMA-ASTHMA a oftros anticuerpos monoclonales empleados en el
tratamiento del asma, especialmente con dupilumab.
Optimizacion metodolégica: validar y perfeccionar la técnica ELISA para
benralizumab mediante el uso de anticuerpos especificos comerciales (de captura
y de deteccion).

Ampliacién tecnolégica: trasladar la metodologia a otros bioldgicos indicados
en el tratamiento del asma grave.
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10. ANEXOS

10. ANEXOS

10.1. Anexo 1. Cuestionario ACT adultos (Asthma Control Test)

1. En las 4 altimas semanas ¢ cuanto tiempo le ha impedido su asma hacer todo lo que queria
en el trabajo o en la casa?

Siempre (1 punto)

La mayoria del tiempo (2 puntos)

Algo de tiempo (3 puntos)

Un poco (4 puntos)

Nunca (5 puntos)

2. Durante las 4 ultimas semanas ¢ con qué frecuencia le ha faltado aire?

Mas de 1 vez al dia (1 punto)

1 vez al dia (2 puntos)

De 3-6 veces por semana (3 puntos)

1-2 veces por semana (4 puntos)

Nunca (5 puntos)

3. En las 4 ultimas semanas ¢ con qué frecuencia sus sintomas del asma (pitos, tos, falta de
aire o presion en el pecho) le han despertado por la noche o mas temprano? (Por semana)
4 noches o mas (1 punto)

2-3 noches (2 puntos)

1 noche (3 puntos)

1-2 noches en las 4 semanas previas (4 puntos)

Nunca (5 puntos)

4. En las 4 ultimas semanas jcon qué frecuencia ha utilizado el inhalador de rescate?
3 0 mas veces (1 punto)

1 0 2 veces al dia (2 puntos)

2 0 3 veces por semana (3 puntos)

1 vez 0 menos por semana (4 puntos)

Nunca (5 puntos)

5. ¢Coémo diria que ha estado controlada su asma durante las 4 ultimas semanas?
Descontrolada (1 punto)

Mal controlada (2 puntos)

Algo controlada (3 puntos)

Bien controlada (4 puntos)

Controlada (5 puntos)

Puntuacién: Buen control = 20; Parcialmente controlado 16 — 19; Mal controlado <15
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10.2. Anexo 2. Algoritmo terapéutico Unidad de Asma del Hospital del Mar

Tabla A 1. Algoritmo terapéutico en base a biomarcadores.

‘ VARIABLES ‘ OMALIZUMAB RESLIZUMAB MEPOLIZUMAB | BENRALIZUMAB DUPILUMAB TEZEPELUMAB
100 mg/4 s . 300 mg/2 s
Posologia Segun peso e IgE | Segun rango peso|  (6-11 afios: 30 mg/m (3 dosis) (20: 600 Eng) 210mg/ 4s
40 mg/ 4 s) 30mg/8 s 00 mg/2 s
(DC: 400 mg)
\ Presentacion \ 75 0 150 mg jeringa | 25 o0 100 mg vial 100 mg pluma 30 mg pluma 200 0 300 mg pluma | 210 mg pluma
\ Edad \ 2 6 afios > 18 afos 2 6 afios > 18 afos 2 6 afios =12 afos
| Asma eosinofilica | + + + + +
\ Alergia \ + ++ +
‘ IgE ‘ ++ ++ ++
‘ Eosinéfilos ‘ ++ ++ F++ ++ ++
| FEno | ++ +
| ACT basal + + + ++ ++ +
| FEV4 (mL) (1) | 160-220 17 190 (+) 140-360 (+) 220 (++) 170-210 (+)
Corticodependiente | o, 14-43% 53-63% 50% ?
(retirada)
‘ Exacerbaciones (|) ‘ 30-50% 50-59% 53-70% 51-76% 67-70% 70%

ACT: asthma control test; FEV1: volumen espiratorio forzado; FEno: fraccion exhalada de 6xido nitrico; Ig: inmunoglobulina; s: semanas; 1: aumento; |:

descenso; +: mejor opcion.
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Tabla A 2. Algoritmo terapéutico en base a comorbilidades.

| Comorbilidad | Omalizumab | Reslizumab | Mepolizumab Benralizumab Dupilumab Tezepelumab
| Tapones mucosos \ | | ++

| Poliposis nasal L+ | o+ + t

| Rinusinusitis crénica | + \ o+ +

| Dermatitis atépica | | | +

| EREA |+ | | ++

| EPOC/ACOS \ \ |+ (150) +(300)

| ABPA |+ | 4 . N

| GEPA \ | +

| Urticaria crénica L+ | |

| Esofagitis eosinofilica | | | +

| Deseo gestacional + | |

| Adherencia | | L+ - N

Mas de una posibilidad: objetivo terapéutico, comorbilidades, frecuencia de administracién y coste. Seguimiento: 4,8 y 12 meses. Efectividad: 4-6 meses.

6 a 11 afios: DUPI: 15-30 kg: 300 mg/4s; 30-60kg: 300/4s-200mg/2s; 260 kg: 200 mg/2s. MEPO: 40mg/4s
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10.3. Anexo 3. Tablas de régimen terapéutico de omalizumab

Tabla 2 ADMINISTRACION CADA 4 SEMANAS. Dosis de omalizumab (miligramos por dosis) administrada por inyeccién subcutinea cada 4 semanas
Peso corporal (kg)
IgE
basal ? =90- =125-
(UL/ml) 20-25% »25-30% 3040 >40-30 »30-60 =60-70 =70-80 =80-30 125 150
730-100 75 75 75 150 150 150 150 150 300 300

=100-200 | 130 150 130 300 300 300 300 300 450 600
=200-300 | 150 150 225 300 300 450 450 450 600
>300-400 | 225 225 300 450 450 450 600 600

>400-500
>500-600

>600-700

=700-800

=800-500 ADMINISTRACION CADA
2 SEMAN!

~300- SEMANAS

1000 VERTABLA3

=1 000-

1100

*En los ensayos clinicos pivotales de RSCePN no se estudiaron pesos corporales de menos de 30 kg

Tabla 3 ADMINSTRACION CADA 2 SEMANAS. Dosis de omalizumab (miligramos por dosis) administrada por inyeccién subcutinea cada 2 semanas

Peso corporal (kg)

IgE
basal ? =90- =125-
(ULml) | 20-25% =25-30% =30-40 =40-30 =50-60 =60-70 =70-80 =80-%0 125 130
730-100 ADMINISTRACION CADA 4 SEMANAS

=100-200 VERTABLAZ2

»200-300
>300-400
>400-500
=500-600
>600-700
=700-800

=>800-900

=900 225 300 375 450 525 600
1 000
=1 000- 225 300 375 450 600
1100
=1100- 300 300 450 525 goo | Datos msuficientes para recomendar una
1200 dosis

=1 200- 300 375 450 525
1300
=1 300- 300 375 525 800
13500

*En los ensayos clinicos pivotales de RSCcPN no se estudiaron pesos corporales de menos de 30 kg

Figura A 1. Tablas de régimen terapéutico de omalizumab.
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10.4. Anexo 4. OPT-OMA-ASTHMA: Autorizacion de la AEMPS

A [ PARTAMENTD:

o ] m'l = O METHCAMINTON
i S AR O S0 HURARD:

Aran ca Cremyzs Diinkca

REFERENCIA: MUHFCLINED

ASUNTO: RESOLUCION DE LA SOLICITUD DE AUTORIZACION DE MODIFICACION
SUSTAMNCIAL & UN EMZAYD CLINICD AUTORIZADOD

DESTIMATARICE Consorcl Mar Parc de Salut de Barcelona [Pars de Falut MAR)
Pasan Marlimo 25-29
DEQ03 Barcelpna (Espafa)

DATOS DE LA SOLICITUD

Promabor: Consorcd Mar Parc de Salut de Barcelona [Parc de Zalut MAR)
Pasao Mariimo 25-29
DEQ03 Barcelpna (Espafa)

Ensayo clinlco: M* EugraCT 2021-D05578-24 y ifulo Optimizacion ierapéulica de omallzumab
&n paclentes con asma alérglea grave no controlada ajustando dosis y
frecuencla de adminlstracian

ModMcacien sustancial: N* 3 de fecha 290972022 referente a Protocolo V.3, 2022-06-09

Fecha solictud valda: J0narzpez

Una wez evaluada 13 soliziud de modMcacien sustanclal previamenie Indicafa, 58 considera que
cumple con los requisitos Indicados en el Real Decretn 1090/2015, de 4 de diclembre, por el que se
reguian Iog ensayos clinicos con medlicamentos, los Comiés de Efica de la Investigaclon con
medizamenios y &l Registro Espafiol de Esfudios Clinlcos y demas leglslacien aplicanle”.

Par todo lo anferdormente expuesio la Directora de la Agencla de Medicamentos y Producios
Sanfarios en el ejencicly de sus compelenclas RESUELVE:

AUTORIZAR la modificacion sustancial solicitada.

Contra esta Resolucion, que pone fin & 13 via administrativa, puede Interponerse potestativaments
Recurso de Reposicion anfe alfla Direcior’a de |a Agencia Espaflola g2 Medicamentos y Productos
Sanltarios en el plazo de un mes, conforme 3 lo dispuesto en los artlculos 123 y 124 de |a Ley
3972015, de 1 de octubre, del Procedimiento Administativo Coman de las Adminisiracionas Plblicas,
0 Interponerse Recurso Contenclosg-Administrative ante gl Juzgado Central de lo Contencloso-

* el O 3 B Ly O L ol PR AT, BT e S (AT | T S, 5 S
Foi s U DT O T e T AL A ) ot e ok A SN T AR (T D AT S 0N 3 RIS RO e T i s

Agercis Cozaficia ds B PP (AEVPE) 5% HTTEDTARES

Facton Jo Lot 264 002322

ez ooy L £ A e 2

Pilsgirs 1 a2 LA CANPEDD, 1 - ENFCD 8
SNGT M OFAD

AT AT T Tal: 35T
P 5 B350
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&
m

Administrailvo de Madnd, en el plazo de $05 Messs 3 CONEr d2sde 2l dia slguients 3 13 recapelon de
I3 presents notificacién, confiorme a lo dispuesto en |a Ley Reguladora de 13 Jurlsdiscion Contencloso-
Adminlstrativa @e 13 de Julle de 1998, ¥ sin perjulcio de cualguler otro recurse que pudisra

Interponerse.

DIRECTORA DE LA AGENCIA ESPAROLA DE MEDICAMENTOS ¥ PRODUCTOS SANITARIOS

m :._F:‘;::'a "EPanialn gy
Camantg

r 5

=] WUEM'IH “l'l"FIriu:

Fdo. M* Jesds Lamas Dilaz

CE: NTTEDT A4S

E e L (ACMRL)
iy — L ARG A

PLasds oomEy L' zal o1 N e g i ACWE T e o Fecalzeces semzr ar
CORRDD ELEC TR0 Prligires 3 chai 7 CiCAMPESD 1 - CONFCED 3
o gl s

Tad : B EXENITY

P B EX2S04]
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10.5. Anexo 5. OPT-OMA-ASTHMA: Aprobacion del CEICm

Parc
Ir;ie Salut

DICTAMEN DEL COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION CON MEDICAMENTOS

Dofia Cristina Llop Julia, secretaria técnica del Comité de Etica de la Investigacion con
medicamentos del Parc de Salut MAR,

CERTIFICA

Cue este Comité ha evaluado la propuesta del promotor Consorci Mar Parc de Salut de
Barcelona (Parc de Salut MAR), de la modificacion sustancial n® 3, de fecha de entrada
29/09/2022, comespondiente al ensayo clinico con codigo de protocolo OPT-OMA-
ASTHMA vy n® de EudraCT 2021-005578-24, titulado: “Opfimizacion terapéutica de
omalizumab en pacientes con asma alérgica grave no controlada ajustando dosis y
frecuencia de administracion”.

Clue este comité ha realizado 1a evaluacion de la parte | de la solicitud de autorizacion del
ensayo, consistente en la actualizacion del Protocolo (v.3 del 2022-06-09); v ha
transmitido a la Agencia Espaficla de Medicamentos v Productos Sanitarios su opinion
final sobre la parte |

Y considera que:

El CEIm Parc de Salut MAR, en su reunion del 11 de octubre de 2022, tras la evaluacion
de la modificacion sustancial n® 3, consistente en la actualizacion de la HIP/CI principal y
la adicion de tres nevos centros al ensayo.

Documentos modificados:

« Hoja de informacion al paciente y consentimiento informado para adultos,
version 3.0, de fecha 09/06/2022

= Memoria econdmica, de fecha 8 de junio de 2022

+ |doneidad del Investigador de fecha 9 de junio de 2022

« Certificado de representante del centro/organizacion como ensayo de Bajo
Nivel de Intervencion.

emite un DICTAMEN FAVORABLE.

Cue este Comité ha realizado la evaluacion de la modificacion sustancial de la solicitud
de autorizacién del ensayo, de acuerdo con lo previsto en el Real Decreto 1090/2015 v en
el capitulo Il del reglamento (UE) 536/2014.

CEIm — Parc de Salut MAR
Dr. Aiguader, BE | 5003 Barcelona | Teléfon 93 316 08 77 | Fax 83 316 06 38
ceic-psmaniiimimes | www parcoes ahtmar. cat 1
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Parc
Eie Salut

Cue el CEIm Parc de Salut MAR, tanto en su composicion como en sus procedimientos,
cumple con las normas de BPC (CPMP/ICH/M35/95) v con la legislacidn vigente que
regula su funcionamiento, y gue la composicion del CElm Parc de Salut MAR es la
indicada en el anexo |, teniendo en cuenta que en el caso de que algin miembro participe
en el ensayo o declare algun conflicto de interés no habra participado en la evaluacion ni
en el dictamen de l1a solicitud de autorizacion del ensayo clinico.

Lo que firmo en Barcelona a 21 de octubre de 2022

Fimado digitalmenta por LLOP
JULLA CRETINA - 5331480500
oMt EF » Mombre de reconodmianto
- r;nr l | n.l. Jrr\rn- (DML C=E5,

sarfalbumbor=IDCES-53314050
&, givanblama=CRISTINA,
l-l"'u‘% ut ==LLOP SULLA, crimLLOF JULL

CRISTIMA - 533140505

Focha: 20321021 145214
Firmado: . A
Secretana te-cnn:a

CElm — Parc de Salut MAR
Dr. Aiguader, 88 | 08003 Barcelona | Teléfon 93 316 06 77 | Fax 83 316 06 38
ceic-psmanfiimim es | www parcdesahtmar. cat 2

267



10. ANEXOS
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Anexo |. Composicion del CElm Parc de Salut MAR

Modificacion sustancial n® 3 correspondiente al ensayo clinico con codigo de protocolo
OPT-OMA-ASTHMA v n® de EudraCT 2021-005578-24, ftitulado: “Optimizacion
terapéutica de omalizumab en pacientes con asma alérgica grave no controlada
ajustando dosis y frecuencia de administracion”.

Presidenta Dra. Marta Guix Amau, Oncologia Médica

Vicepresidenta Dra. Ana Maria Aldea Perona, Farmacologa Clinica

Secretana técnica | Sra. Cristina Llop Julia, Bidloga

Yocal Dra. Anna QOliveras Serrano, Nefrologia

Vocal Dr. Antonio Montes Pérez, Anestesiologia y Reanimacion

Vocal Sra. Assumpcid Alvarez Camera, Famacéutica Atencidn Primaria

Yocal Dra. Blanca Sanchez Gonzalez, Hematologia

Yocal Dr. Viadimir Poposki Hamamdjieva, Oftalmologia

Yocal Sra. Anna Ripoll | Mavarro, Representante de pacienies

YVocal Dr. Helmut Schrider, Epidemiclogia v Salud Publica

Vocal Dra. Merceé Espona Quer, Farmaceutica Hospitalana

Vocal Dra. Marta Feman Farrés, Dermatologia

Vocal Sra. Maria de los .-E'c.ngele's Jodar Sanchez. Lda. en Derecho.
Senvicio de Atencion al Ciudadano.

Yocal Sra. Azucena Justicia Diaz, Enfermera

Vocal Dra. Patricia Diaz Pellicer, Farmacdloga Clinica

Yocal 3r. Ramon Figueras Sahater, Abogado

Yocal Dra. Silvia Tartola Pérez, Bidloga

CElm — Parc de Salut MAR
Dr. Aiguader, B2 | 08003 Barcelona | Teléfon 93 316 08 77 | Fax 93 316 06 38
ceic-psmaniimim es | www parcdesahutmar.cat 3
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Anexo Il. Centros e investigadores principales participantes en Espaiia

CODIGO: OPT-OMA-ASTHMA

TiTULO: “Optimizacion terapéutica de omalizumab en pacientes con asma alérgica grave

NUMEROQ EUDRACT: 2021-005578-24

no controlada ajustando dosis y frecuencia de administracion”

PROMOTOR: Consorci Mar Parc de Salut de Barcelona (Parc de Salut MAR)

FECHA ACTUALIZACION ANEXO II: 21/10/2022

Investigador principal

Centro de realizacion del estudio

M? Filar Ausin Herrero

Hospital del Mar, Barcelona

Olga Luengo Sanchez

Hospital Vall d'Hebron, Barcelona

Pilar Martinez Olondris

Hospital Clinic de Barcelona

Maria Basagaiia Torrentd

Hospital Germans Trias 1 Pujol, Barcelona

CEIm — Parc de Salut MAR

Dr. Aiguader, B8 | 02003 Barcelona | Teléfon 93 316 06 77 | Fax 93 316 06 38

ceicpsman@imimees | www parcdesahtmar.cat
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10.6. Anexo 6. OPT-OMA-ASTHMA: Esquema del ensayo

| Tiempo: 1 afio ‘ ‘ 48 semanas | | 1 afio
SELECCION | INCLUSION INTERVENCION SEGUIMIENTO
£
—Ed e e ‘
2T

y !
HIP/CI FeREI @ @ FeREL @ @
; [ = { ) ; {: ¥ l ¥

Reduccion 25% Reduccion 25% Mantenimiento Visita final
ELISA Mantenimiento de la dosis de la dosis ELISA
FcREI ELISA ELISA FcREI
FcREI FcREI

@ Visita presencial ' Visita telefénica

Brazo 2 5% 6 meses , 2 5%

reduccion 50%

Brazo 6 meses

reducciéon 25% 25% » = dosis

Figura A 2. Esquema del ensayo clinico OPT-OMA-ASTHMA.
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10.7. Anexo 7. OPT-OMA-ASTHMA: Diagrama del estudio

[ Pacientes con asma alérgica en tratamiento con omalizumab |

Seleccion de los pacientes:
- 1 afio con omalizumab
- Seguimiento por Unidad de Asma (Hospital del Mar)

Visita de inclusién:
cumple criterios y firma de consentimiento

Ultimos 6 meses:

- Adherencia omalizumab
I -ACT 219

¢ l - FEV, estable (280%)

- Ausencia de crisis
i

Visita BASAL (INTERVENCION 1)

Reduccion del 25% de la dosis total
actual y/o ajuste a cada 4 semanas

Visita semana 4: visita presencial I
|

Visita semana 8: visita presencial
|

Visita semana 16: visita presencial
|

Visita semana 20: llamada telefénica |

Visita semana 24 (INTERVENCION 2)
[

v v

Desfavorable

l
| |
| visita semana 12: llamada telefénica |
| |
|
|

[ Vuelta a dosis inicial | l l
Grupol: dosis Grupo 2: reduccion del
igual 25% de la dosis total

Visita semana 28: visita presencial
|

Visita semana 32: visita presencial
I

Visita semana 36: llamada telefonica
|

Visita semana 40: visita presencial
|

Visita semana 44: llamada telefdnica
I

Visita semana 48 (PRE-SEGUIMIENTO)
|

. '

Desfavorable

| Vuelta a dosis inicial | l Mantener dosis |

Figura A 3. Diagrama del estudio OPT-OMA-ASTHMA.
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10.8. Anexo 8. OPT-OMA-ASTHMA: Informacion técnica del
dispositivo portatil Spirobank Smart® y Evernoa®

Tabla A 3. Informacién técnica del dispositivo portatil Spirobank Smart®.

| Dispositivo SpiroBank Smart ©

\ Parametros que mide FEV1, PEF, FVC, FEVs, FEF25.75
| Rango de medicion +16 L/s

\ Precision del flujo 15.0% 0 0,20 L/s

| Precision del volumen +2.5% 00,05 L

\ Tipo de sensor Turbina digital bidireccional

\ Conectividad Bluetooth® 5.0

IEC 60601-1:2005 + A1:2012 + A2:2020
IEC 60601-1-2:2014 + A1:2020

EN ISO 14971:2019

ISO 10993-1:2018

2011/65/UE Directive

Normativas que cumple EN ISO 15223-1:2021

IEC 60601-1-6:2010 + A1:2013 + A2:2020
IEC 60601-1-11:2015 + A1:2020; ATS/ERS Guidelines
(2019 update)

ISO 26782:2009

ISO 23747:2015

FEV+: volumen espirado en el primer segundo, PEF: flujo espiratorio maximo, FVC: capacidad vital
forzada, FEVe: volumen espirado en 6 segundos, FEF2s.75: flujo espiratorio forzado entre el 25% y el
75% de la FVC.

Tabla A 4. Informacién técnica del Evernoa®.

| Dispositivo Evernoa®

Definido por la ATS y por la ERS en adultos, es

Parametros de exhalacion exhalacion de 10 segundos a un flujo de 50 mli/s. El
dispositivo permite una desviacién de + 5 ml/s
| Rango de medicion 5 - 300 ppb

< 2ppb para valores de medida < 50ppb y < 3% para
valores de medida = 50 ppb

\ Conectividad Bluetooth® de clase 2

CE segun la Directiva 98/79/CE
IEC 60601-1 Clase |

CISPR 11: Clase B

Grupo 1; Directiva RoHS
UNE-EN: 61000-3-2

UNE-EN: 61000-3-3

Precision

Normativas que cumple

ATS: American Thoracic Society; ERS: European Respiratory Society
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10.9. Anexo 9. OPT-OMA-ASTHMA: Materiales y protocolo
ELISA omalizumab

Tabla A 5. Caracteristicas de Omalizumab ELISA Kkit.

| Omalizumab ELISA kit

\ Rango de deteccién 3 pg/mL-14 ng/mL

| Sensibilidad 3 pg/mL

\ Tiempo total del ensayo Entre 4-5 horas

| Tipo de deteccion ELISA tipo sandwich

| Especificidad Omalizumab libre

\ Numero de muestras por kit 40 muestras/kit

‘ Material ‘ Observaciones

‘ Microplacas ‘ Marcadas con anti-omalizumab
‘ Estandares de omalizumab ‘ Rango entre 0 y 14 ng/mL

‘ Diluyente ensayo B ‘ Concentrado 5x. Tampon de estandar
‘ Tampon de lavado ‘ Concentrado 5x

‘ Anticuerpo de deteccion de omalizumab‘ Biotinilado

‘ HRP-estreptavidina ‘ Concentrado 500x

' Sustrato TMB

‘ Acido sulfurico ‘ 0,2 M. Solucion de parada

273



10. ANEXOS
10.10. Anexo 10. OPT-OMA-ASTHMA: Hoja de registro de visitas
HOJA DE REGISTRO DE VISITAS

Cadigo de paciente

) Optimizacion terapéutica de omalizumab en pacientes con asma
TITULO DEL ESTUDIO alérgica grave no controlada ajustando dosis y frecuencia de
administracion

CENTRO \ Hospital del Mar
M2 Pilar Ausin Herrero
Contacto Antonio Sancho Mufoz
M? Eugenia Navarrete Rouco
. 93248 3702
(o]
N.° Contacto telefénico 93248 3703

Esta hoja que se le entrega sirve como resumen de las visitas que va a tener
programadas durante las primeras 48 semanas del estudio. La frecuencia de ellas sera
cada 4 semanas. Se reparten en:

Llamadas telefonicas (aproximadamente 15 minutos): cuestionario ACT, registro de
nuamero de dosis, FEV1 actual y revisién del tratamiento y visitas médicas.

Visitas presenciales (aproximadamente 20 minutos): ademas del mismo registro
que las llamadas telefénicas, se suma exploracion fisica, FeNO y analitica de control.

Pasado este tiempo seguira en seguimiento durante 1 afio. Acudira cada 4 meses a
la consulta de la unidad de asma.

Su dosis inicial en este momento, , €S mg/__ semanas.

Recuerde que el objetivo de este estudio es reducir su dosis un 25% o bien un 50%
mediante una o dos reducciones del 25%. Usted va a estar controlado en todo momento.
En caso de encontrarse mal o necesitar hacer una consulta, no dude en contactar con
nosotras.

Por aleatorizacion 1:1, usted esta en la rama cuyo objetivo es reducir la dosis un

La siguiente tabla le indica el nUmero de visitas, si es presencial o telefénica y la dosis

actual en cada visita:
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‘ Visita (semana) Dia \ Presencial/Telefonica Dosis
Visita 1 ‘ Presencial (+ analisis). Inclusion —_mg/__
semanas

| Visita 2 (semana 0

| Presencial. Modificacion de dosis

)
| Visita 3 (semana 4)
\ Visita 4 (semana 8)

| Presencial (+analisis)
\ Presencial (+analisis)
| Telefénica

| Visita 6 (semana 16

| Presencial (+andlisis)
\ Telefénica

(
(
(
| Visita 5 (semana 12
(
(
(

)

)

\ Visita 7 (semana 20)
Visita 8 (semana 24)
)

\ Visita 9 (semana 28
| Visita 10 (semana 32

Presencial (+analisis). Modificacion de
dosis

\ Presencial (+analisis)
| Presencial (+andlisis)

| Visita 11 (semana 36 | Telefonica
\ Visita 12 (semana 40 \ Presencial (+analisis)
| Telefénica

| Visita 14 (semana 48
| Visita 15 (semana 64

\ Presencial (+analisis). Mantenimiento

| Visita 16 (semana 80

)
)
)
\ Visita 13 (semana 44)
)
)
)
\ Visita 17 (semana 96)

Debe guardar esta hoja de registro durante el estudio. En las visitas presenciales se

| Presencial (+analisis)

(
| Presencial (+andlisis)
(
\ Presencial (+analisis). Visita final

aconseja traer la hoja para confirmar siguiente visita.

Siempre se guardara una copia con fecha y firma del paciente en el Hospital.

Barcelona,

de

del 202X
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10.11. Anexo 11. OPT-OMA-ASTHMA: Check list Vvisita
presencial

\ Check list tareas a realizar en las VISITAS PRESENCIALES
| Fecha visita | ‘ Fecha prevista
| Numero semana visita | ’ NUmero de paciente:

1. Valor actual del ACT del paciente

2. ¢ Ha necesitado corticoides orales en estas ultimas 4 semanas?

3. /,Se ha modificado la dosis de sus inhaladores con respecto a las ultimas 4 semanas?
(confirmar cuél es)

. ¢ Ha necesitado su medicacion de rescate (salbutamol)?

¢, Ha sentido falta de aire en las ultimas 4 semanas?

¢, Se ha despertado mas veces en las 4 ultimas semanas?

¢, Cual es la media de su FEV1? (calcular con el aparato)

4
5.
6. ;Ha sentido pitos en las ultimas 4 semanas?
7.
8.
9

. ¢,Ha acudido a urgencias? Ha ingresado en el hospital?

10. Se ha realizado: analitica, exploracion fisica, espirometria y FEno

11. Solicitud de FcRel (visita inclusién, basal y final y, semanas: 4, 24,28, 48)

12. Solicitud niveles farmaco (basal, semana 24, 48 y visita final)

13. Si procede, se ha ajustado la dosis o frecuencia de administracion

e | Presencial:
Préxima visita —
| Telefénica:
\ Investigador que realiza la intervencién Fecha

Resultados esperados: pregunta 1, el ACT219, preguntas 2,3,4,5,6,7,9 deben de ser NO, la
pregunta 8 por encima del 80% o su mejor valor
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10.12. Anexo 12. OPT-OMA-ASTHMA: Check-list visita
telefonica

‘ Check-list tareas a realizar en las VISITAS TELEFONICAS

‘ Fecha visita Fecha prevista

‘ Numero semana visita

Numero de paciente

PROCEDIMIENTOS QUE REALIZAR

1. Valor actual del ACT del paciente

. ¢ Ha necesitado corticoides orales en estas ultimas 4 semanas?

2
3. ¢ Se ha modificado la dosis de sus inhaladores con respecto a las ultimas 4 semanas?
(confirmar cual es)

. ¢ Ha necesitado su medicacion de rescate (salbutamol)?

¢ Ha sentido falta de aire en las ultimas 4 semanas?

¢ Ha sentido pitos en las ultimas 4 semanas?

¢ Cual es la media de su FEV1? (calcular con el aparato)

4
5.
6.
7. ¢, Se ha despertado mas veces en a las 4 ultimas semanas?
8.
9.

¢ Ha acudido a urgencias? ,Ha ingresado en el hospital?

o o Presencial: ‘
Préxima visita —
Telefénica: ‘
‘ Investigador que realiza la intervencién Fecha

Resultados esperados: pregunta 1, el ACT219, preguntas 2,3,4,5,6,7,9 deben de ser NO, la
pregunta 8 por encima del 80% o su mejor valor
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10.13. Anexo 13. Desarrollo ELISA: Esquema de extraccion de
muestras de sangre (benralizumab y mepolizumab)

Ciclo 1 Dias: 1,4,15,21
ELISA mepolizumab ,

Ciclo 2 Dias: 32,43,49,56

Ciclo 1 Dias: 1,4,42,49,56
ELISA benralizumab ) ‘

Ciclo 2 Dias: 60,98,105,112

Figura A 4. Esquema de extraccién de muestras de sangre (benralizumab y

mepolizumab)
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10.14. Anexo 14. Desarrollo ELISA: Aprobacion del CEICm

Parc
de ﬁalut

Informe del Comité de Etica de la Investigacion con medican
del Parc de Salut Mar

Dofia Cristina Llop Julia, secretaria técnica del Comité de Etica de la Investigar
medicamentos del Parc de Salut MAR,

CERTIFICA

Cue este Comité, de acuerdo a la Ley 14/2007 de Investigacion Biomeédica, F
eticos de la Declaracion de Helsinki, y resto de principios &ticos aplicables, ha ev
propuesta para que se realice el proyecto de investigacion nim. 2022/10283/, pl
por el Instituto Hospital del Mar de investigaciones médicas (IMIM), v titulado: “De
validacidn de una técnica analitica para la determinacion de concentraciones pla
de farmacos anti-IL5/IL5R en pacientes con asma grave no controlada™

Version de los documentos:

« Protocolo version 1 de fecha 20/06/2021
= HIP/CI versidn 1 de fecha 22/04/2022

¥ considera que:

* Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacia
objetivos del estudio v estan justificados los riesgos y molestias previsible
sujeto.

« |La capacidad del investigador y sus colaboradores, v 1as instalaciones
disponibles, tal v como ha sido informado, son apropiados para llevar 3
estudio.

+« Son adecuados los procedimientos para obtener el consentimiento inform
modo de reclutamiento pravisto.

« Elalcance de las compensaciones econdmicas previstas no interfizre con ¢
a los postulados éticos.

¥ gue este Comité aprusba que dicho proyecto de investigacion sea realiza
Servicio Neumologia — Unidad de Asma del Hospital por la Dra. M? Eugenia b
Rouco como investigadora principal, tal como recoge el ACTA de reunidn
170572022,

Lo gue firmo en Barcelona a 24 de mayo de 2022,

Fecha:
";‘ . 2022.05.2

E 4 16:43:27

Firmado: .......... '
Secretaria técmca +02'00
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Farc
-;If: Salut

Es responsabilidad del promotor garantizar que todos los investigadores asociados con este
proyecto conozcan las condiciones de aprobacion y los documentos aprobados.

Se debe informar a la Secretaria del CElm mediante una enmienda, informe anual de
seguimiento o notificacion, de:

* Cualquier cambio significative en el proyvecto v la razdn de ese cambio, incluida una
indicacion de las implicacionas éticas (si las hubiera);

* Eventos adversos graves en los paricipantes y la accion tomada para abordar esos efectos;

* Cualquier otro evento imprevisto o inesperado, como desviaciones de protocolo;

* El cambio de Investigador Principal;

* Informe anual de seguimiento;

* La fecha de finalizacion del estudio;

* Informe final del estudio yio publicacion de resultados.

Anexo | Composicidn del CEIm Parc de Salut Mar

El Comité tanto en su composicion como en los PNT cumple con las normas de BPC
{CPMP/ICHM 35/95).

En dicha reunion del Comité se cumplid el qudrum preceptivo legalmente.

En el caso de que se evalle algin proyecto del gue un miembro sea
investigador/colaborador o se detecte conflicto de interés, éste se ausentara de la reunion
durante la discusion del proyecto.

Presidenta Dra. Marta Guix Arnau, Oncologia Médica

Vicepresidenta Dra. Ana Maria Aldea Perona, Farmacdloga Clinica

Secretaria técnica | Sra. Cristina Llop Julia, Bidloga

YVocal Dra. Anna Qliveras Serranc, Nefrologia

Vocal Dr. Antonio Montes Pérez, Anestesiologia v Reanimacion

Vocal Sra. Assumpcié Alvarez Carrera, Farmacéutica Atencién Primaria

Vocal Dra. Blanca Sanchez Gonzalez, Hematologia

Vocal Dr. David Benaiges Boix, Endocrinologia

Vocal Sr. Lluis Berenguer Maimd, Arquitecto. Miembro Lego

Vocal Dr. Helmut Schrider, Epidemiclogia v Salud Plblica

Vocal Dra. Mercé Espona Quer, Farmacautica Hospitalaria

Vocal Dra. Marta Ferran Farrés, Dermatologia

Vocal Sra. Maria de los {'mg eles Jodar Sanchez. Lda. en Derecho.
Senvicio de Atencion al Ciudadano.

Vocal Sra. Azucena Justicia Diaz, Enfermera

Vocal Dra. Patricia Diaz Pellicer, Farmacdloga Clinica

Vocal Sr. Ramon Figueras Sabater, Ahogado

Vocal Dra. Silvia Tortola Pérez, Bidloga

CElm — Parc de Salut MAR
Dr. Aiguader, 33 | 03003 Barcelona | Teléfon 93 316 06 79 | Fax 93 316 06 25

ceic-psmanimim.es | www parciesalutmar, cat | hitps Jiiwww.imim es/comitesatics/caicindex himl
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10.15. Anexo 15. OPT-OMA-ASTHMA: Comparacion de las
caracteristicas basales segun el grupo de reduccion de
omalizumab

Tabla A 6. Comparacion de las caracteristicas basales segun el grupo de reducciéon

de omalizumab.

Caracteristicas demograficas (N=22) p-valor
| Edad (afios) 0,746
| Sexo (femenino) 0,691
\ Raza (caucasico) 1,000
| Peso (kg) 0,264
| IMC (kg/m?) 0,546
\ Obesidad (> 30 kg/m?) 1,000
| Habito tabaquico 0,675

Comorbilidades,

RSC 1,000

Reflujo 1,000

Poliposis 1,000
| Charlson 0,717
\ Caracteristicas clinicas, funcionales y biomarcadores al inicio de omalizumab
\ Duracién de asma grave (afos) 0,872
| Puntuacion ACT 0,557
| N° Exacerbaciones 0,805
| FEV1 pre-salbutamol (%pred.) 0,799
| FEno (ppb) 0,714
| Eosinofilia (células/pL) 0,673
\ Basofilia (células/pL) 0,551
| IgE (UI/mL) 0,842
\ Evolucion del asma y del tratamiento con omalizumab
\ Persistencia con omalizumab (afios) 0,872
| Dosis omalizumab (mg) 0,674
\ Frecuencia de administracion 1,000
\ Dosis total en un mes (mg) 0,929

Las comparaciones se hicieron con t-test (paramétricas), prueba U de Mann-Whitney (no
paramétricas) y test exacto de Fischer (cuantitativa).

ACT: Asthma control test; FEno: fraccién de éxido nitrico exhalada; FEV1: volumen espiratorio
forzado en el primer segundo; IMC: indice de masa corporal.
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10.16. Anexo 16. OPT-OMA-ASTHMA: Distribucion de los
pacientes segun la reduccion de dosis de omalizumab y el tipo de
intervencion

Tabla A 7. Distribucién de los pacientes segun la reduccién de dosis de omalizumab

y el tipo de intervencion.

N paciente Dosis inicial Intervencién 1 Intervencién 2
2 600 mg/4s 450 mg/4s 450 mg/4s
6 300 mg/4s 225 mg/4s 225 mg/4s
8 375 mg/2s 600 mg/4s 600 mg/4s
10 375 mg/2s 600 mg/4s 600 mg/4s
14 600 mg/4s 450 mg/4s 450 mg/4s
16 600 mg/2s 450 mg/2s 450 mg/2s
18 600 mg/4s 450 mg/4s 450 mg/4s
20 450 mg/2s 600 mg/4s 600 mg/4s
23 450 mg/4s 300 mg/4s 300 mg/4s
24 300 mg/4s 225 mg/4s 225 mg/4s
1 450 mg/2s 600 mg/4s 450 mg/4s
3 375 mg/2s 600 mg/4s 450 mg/4s
5 600 mg/4s 450 mgl/4s 300 mg/4s
7 600 mg/4s 450 mg/4s 300 mg/4s
9 600 mg/2s 450 mg/2s 600 mg/4s
11 300 mg/4s 225 mg/4s 150 mg/4s
13 450 mg/4s 300 mg/4s 225 mgl4s
15 600 mg/2s 450 mg/2s 600 mg/4s
17 600 mg/4s 450 mg/4s 300 mg/4s
19 450 mg/4s 300 mg/4s 225 mgl4s
21 375 mg/4s 300 mg/4s 225 mgl4s
25 450 mg/4s 300 mg/4s 225 mg/4s
4 600 mg/4s 450 mgl/4s 450 mg/4s
12 300 mg/4s 225 mg/4s 225 mg/4s
22 450 mg/4s 300 mg/4s 225 mg/4s

La tabla se encuentra ordenada en 3 grupos: reduccion final de la dosis (RDF) del 25% (verde), RDF
del 50% (azul) y pacientes excluidos del estudio (gris).
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10.17. Anexo 17. Analisis coste-efectividad: descripcion y comparacion de caracteristicas basales
entre los grupos de RDF del 25% y del 50%

Tabla A 8. Analisis coste-efectividad: descripcion y comparacion de caracteristicas basales entre los grupos de reduccion del 25%

y del 50%.
\ Caracteristicas RDF 25% (N=10) RDF 50% (N=11) p-valor
\ Edad (afios) 46 (£18) 51 (£20) 0,238
\ Sexo (mujeres) 5 (50%) 6 (55%) 1,000
\ Raza (caucasica) 10 (100%) 10 (91%) 1,000
\ Peso (kg) 75,3 (£13,3) 76,0 (x13,0) 0,793
\ IMC (kg/m2) 27,4 (£5,6) 28,0 (+4,4) 0,934
Habito tabaquico:
No fumador 7 (70%) 6 (55%) 0,659
Ex-fumador 3 (30%) 5 (45%)
Comorbilidades,
Rinoconjuntivitis 4 (40%) 4 (36%) 1,000
Reflujo 2 (20%) 4 (36%) 1,000
Poliposis 1 (10%) 1(9%) 1,000
| Charlson 1(x1) 1(£2) 0,897
\ Duracién asma grave 5,6 (+4,2) 6,4 (£7,5) 0,173
\ Duracién de tratamiento con omalizumab (meses) 4,7 (x£3,6) 4,0 (£2,7) 0,173
Frecuencia de administracion (semanas),
Cada 2 semanas 3 (30%) 4 (36%) 1,000
Cada 4 semanas 7 (70%) 7 (64%)
\ Dosis omalizumab por administracion (mg) 585 (+278) 682 (£303) 0,460
\ Dosis mensual (mg) 637,5 (£286,3) 733,3 (£313,2) 0,589
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\ Caracteristicas RDF 25% (N=10) RDF 50% (N=11) p-valor
Biomarcadores basales,
IgE basal (Ul/mL) 700,8 (+406,1) 938,1 (x664,5) 0,101
Eosindfilos (cél/ul) 267,5 (+135,8) 195,5 (£89,4) 0,260
FEno (ppb) 36 (£23) 33 (+20) 0,829
Variables clinicas basales,
Puntuacion ACT (puntos) 24 (£1) 24 (£1) 1,000
FEV+ pre-salbutamol (%pred.) 86 (£11,3) 82,1 (17,6) 0,269
FEV+ pre-salbutamol (L) 2,8 (£0,8) 2,7 (x0,8) 0,560
N° exacerbaciones 6 meses anteriores 0 (x0) 0 (x0) NA

Las variables cuantitativas se expresan como media + DE; la comparacion entre grupos se realizé con la prueba t de Student o la prueba de Mann-Whitney
segun procediera. Color verde: grupo RDF 25% y color azul: grupo RDF 50%.

ACT: Asthma control test; DE: desviacion estandar; FEV+: volumen espiratorio forzado; IgE: inmunoglobulina E; IMC: indice de masa corporal; N: numero;
NA: no aplica; ppb: partes por billén; RDF: reduccioén dosis final.
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10.18. Anexo 18. Analisis coste-efectividad: descripcion y comparaciéon de costes entre los grupos
de RDF del 25% y del 50%

Tabla A 9. Andlisis coste-efectividad: descripcion de costes entre los grupos de reduccion del 25% y del 50% en cada periodo.

Tioo de coste (€) PRE- INTERVENCION (N=21) POST-INTERVENCION (N=21) SEGUIMIENTO (N=11)

RDF 25% (N=10) | RDF 50% (N=11) | RDF 25% (N=10) | RDF 50% (N=11) RDF 25% (N=5) | RDF 50% (N=6)
| Coste sanitaria total 15.875 (£7.126) | 18.872 (£7.972) | 14.565 (+5.626) | 14.101 (£5.158) | 11.471 (+4.378) | 9.935 (+4.027)
‘ Costes directos:

' Medicacion omalizumab (€) 14.976 (£7.115) | 17.455 (£7.750) | 11.328 (+5.539) | 10.821(+4.953) | 11.136 (+4.378) | 9.600 (+4.027)
| Consultas atencién primaria (€) | 0 (£0) | 0(£0) 0 (£0) 3 (£10) 0 (x0) 0 (+0)

| Consultas especialista 552 (+247) | 711 (£191) 2.070 (0) 2.070 (0) 690 (+0) 690 (+0)

' Hospitalizaciones 0 (x0) | 0(x0) 0 (x0) 0 (x0) 0 (x0) 0 (+0)

‘ Visitas a urgencias 0 (x0) ‘ 20 (x65) 0 (x0) 0 (x0) 0 (x0) 0 (x0)

| Visita enfermeria 215 (£319) | 544 (+602) 631 (+333) 674 (+383) 195 (+0) 195 (+0)

' Analiticas 51 (+14) | 52 (£19) 261 (+43) 273 (£16) 90 (0) 90 (20)

| Espirometrias 80 (+42) | 91 (£49) 275 (+106) 259 (+107) 50 (+0) 50 (+0)

| Envases de salbutamol 1 (1) | 0(21) 0 (£0) 0 (£0) 0 (£0) 0 (£0)

| Envases de GCO 0 (+0) | 0 (£0) 0 (+0) 0 (x0) 0 (x0) 0 (+0)

Las variables cuantitativas se expresan como media + DE y los valores se presentan en €.

Color naranja: pre-reduccién, color rosa: post-reduccion y color gris: seguimiento. Color verde: grupo RDF 25% y color azul: grupo RDF 50%. GCO:
glucocorticoides orales.; RDF: reduccion de dosis final.
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Tabla A 10. Analisis coste-efectividad: comparacién de costes entre los grupos de RDF del 25% y del 50% en cada periodo.

Tipo de coste ‘ PRE- INTERVENCION POST-INTERVENCION SEGUIMIENTO
‘ p-valor (N=21) p-valor (N=21) p-valor (N=11)

| Coste total sanitario 0,377 0,846 0,560

‘ Costes directos:

 Medicacion omalizumab 0,356 0,851 0,560

‘ Consultas atencién primaria ‘ NA 0,756 NA

| Consultas especialista 10,173 1,000 1,000

‘ Hospitalizaciones ‘ NA NA NA

‘ Visitas a urgencias ‘ 0,756 NA NA

| Visita enfermeria 0,251 0,835 NA

| Analiticas 1,000 0,426 NA

‘ Espirometrias ‘ 0,654 0,736 NA

‘ Envases de salbutamol ‘ NA NA NA

‘ Envases de GCO ‘ NA NA NA

La comparacién entre grupos se realizé con la prueba t de Student o la prueba de Mann-Whitney segun procediera.

Color naranja: pre-reduccién, color rosa: post-reduccion y color gris: seguimiento. GCO: glucocorticoides orales; NA: no aplica, en los casos en que el coste

fue 0 € en ambos periodos.
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10.19. Anexo 19. Analisis coste-efectividad: descripcion y comparacion de las variables de
efectividad entre los grupos de RDF del 25% y del 50%

Tabla A 11. Analisis coste-efectividad: descripciéon de las variables de efectividad entre los grupos de reduccién del 25% y del 50%

en cada periodo.

_ . | PRE- INTERVENCION (N=21) POST-INTERVENCION (N=21) SEGUIMIENTO (N=11)
Variables de efectividad
| RDF 25% (N=10) | RDF 50% (N=11) | RDF 25% (N=10) | RDF 50% (N=11) RDF 25% (N=5) | RDF 50% (N=6)
| Puntuacién ACT | 24 (x1) | 24 (x2) 23 (£1) 24 (1) 24 (+1) 24 (+1)
Numero de pacientes con o o o o
Puntuacion ACT 2 20 puntos 10 (100%) 11 (100%) 10 (100%) 11 (100%) 5 (100%) 6 (100%)
Numero de exacerbaciones en 12 0 (£0) 0 (20) 0 (£0) 0 (£0) 0 (£0) 0 (£0)
meses
Namero de pacientes sin 10 (100%) 11 (100%) 10 (100%) 11 (100%) 5 (100%) 6 (100%)
exacerbaciones
| FEV1 pre-salbutamol (%pred.) | 86 (£11) | 81(x7) 88 (+10) 82 (+10) 94 (+15) 86 (+16)
| FEV1 pre-salbutamol (L.) | 2,8 (0,8) | 2,5 (20,9) 2,8 (+0,8) 2,6 (+0,9) 2,8 (+0,9) 2,4 (+1,1)
| FEno (ppb) | 36 (+23) | 33 (x19) 36 (+17) 27 (+8) 23 (£9) 26 (+8)
| Uso de salbutamol (envases/afio) | 0,4 (x0,5) | 0,1(20,3) 0 (+0) 0,1 (x0,3) 0 (+0) 0 (+0)
| Uso de GCO (envases/afio) | 0,2 (0,4) | 0,1 (0,3) 0 (+0) 0 (+0) 0 (+0) 0 (+0)

Las variables cuantitativas se expresan como media £ DE y los valores se presentan en €.

Color naranja: pre-reduccion, color rosa: post-reduccion y color gris: seguimiento. Color verde: grupo RDF 25% y color azul: grupo RDF 50%. RDF: reduccion
de dosis final.

ACT: Asthma control test; FEV+: volumen espiratorio forzado; FEno: fraccién exhalada de oxido nitrico; GCO: glucocorticoides orales; RDF: reduccion de
dosis final.
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Tabla A 12. Andlisis coste-efectividad: comparacion de las variables de efectividad entre los grupos de RDF del 25% y del 50% en

cada periodo.

Tl Gl e PRE- INTERVENCION POST-INTERVENCION SEGUIMIENTO
p-valor (N=10) p-valor (N=11) p-valor (N=11)
‘ Puntuacion ACT 0,841 0,199 0,261
I[;lLl;Jrr]\:Oesro de pacientes con Puntuacion ACT = 20 NA NA NA
‘ Numero de exacerbaciones en 12 meses NA NA NA
‘ Numero de pacientes sin exacerbaciones NA NA NA
‘ FEV1 pre-salbutamol (%pred.) 0,269 0,203 0,431
 FEV: pre-salbutamol (L.) 0,395 0,527 0,496
‘ FEno (ppb) 0,812 0,404 0,575
‘ Uso de salbutamol (envases/afio) 0,106 0,353 NA
‘ Uso de GCO (envases/afio) 0,500 NA NA

La comparacién entre grupos se realizé con la prueba t de Student o la prueba de Mann-Whitney segun procediera.

Color naranja: pre-reduccion, color rosa: post-reduccidon y color gris: seguimiento.

GCO: glucocorticoides orales; RDF: reduccion dosis final.
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10.20. Anexo 20. Analisis coste-efectividad: comparacion de
diferencias de costes pre y post intervencion en cada grupo de
RDF (periodo: previo — 1" aino)

Tabla A 13. Analisis coste-efectividad: comparacién de diferencias coste pre y post

intervencion en cada grupo de RDF (periodo: basal — 1¢" aiio).

Tipo de coste €

‘ Coste sanitaria total

p-valor (IC 95%) (n=21)

RDF 25% (N=10)
0,049 (1.403-2.619)

RDF 50% (N=11)
0,0004 (2.756-6.786)

‘ Costes directos:
‘ Medicacion omalizumab

‘ Consultas atencién primaria

<0,0001 (2.445-4.851)
NA

<0,0001 (4.688-8.577)
NA

‘ Consultas especialista
‘ Hospitalizaciones

‘ Visitas a urgencias

0,002 (-1.840- -1.380
NA
NA

0,001(-1.610- -1.150)
NA
NA

‘ Visita enfermeria

‘ Analiticas

0,004 (-715- -65)
0,002 (-240- -180)

0,285 (-520-325)
0,001 (-270- -180)

‘ Espirometrias

0,002 (-300- -100)

0,0002 (-234--102)

‘ Envases de salbutamol

0,500 (-2-0)

1,000 (0-0)

‘ Envases de GCO

0,500 (-2-0)

1,000 (0-0)

El valor de p corresponde a la comparacion pre—post dentro de cada grupo (t de Student para
muestras apareadas o test de Wilcoxon, segun procediera). Se expresan los intervalos de confianza
al 95%. Color vede: RDF 25% y color azul: RDF 50%.

GCO: glucocorticoides orales; NA: no aplica, en los casos en que el coste fue 0 € en ambos periodos;

RDF: reduccion de dosis final.
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10. ANEXOS

10.21. Anexo 21. Analisis coste-efectividad: comparacion de
diferencias de costes pre y seguimiento en cada grupo de RDF
(periodo: previo — seguimiento)

Tabla A 14. Analisis coste-efectividad: comparacién de diferencias coste pre y post

intervencion en cada grupo de RDF (periodo: basal — seguimiento).

p-valor (IC 95%) (n=11)
Tipo de coste (€)
RDF 25% (n=5) RDF 50% (n=6)
‘ Coste sanitaria total 0,002 (3.285-4.947) 0,003 (5.564 to 15.156)
‘ Costes directos:
‘ Medicacion omalizumab 0,0008 (2.390-4.522) 0,003 (4.798-13.122)
‘ Consultas atencién primaria NA NA
‘ Consultas especialista 0,500 (-460-0) 1,000 (-230-230)
‘ Hospitalizaciones NA NA
‘ Visitas a urgencias NA NA
‘ Visita enfermeria 0,813 (-195-650) 0,125 (-65-1.430)
‘ Analiticas 0,063 (-60- -30) 0,031 (-60- -30)
‘ Espirometrias 1,000 (0-100) 0,250 (0-50)
‘ Envases de salbutamol 0,063 (0-2,5) 0,125 (0-2,5)
‘ Envases de GCO 0,500 (0-0) 1,000 (0-0)

El valor de p corresponde a la comparacion pre—post dentro de cada grupo (t de Student para
muestras apareadas o test de Wilcoxon, segun procediera). Se expresan los intervalos de confianza
al 95%.

Color vede: RDF 25% vy color azul: RDF 50%.

GCO: glucocorticoides orales; NA: no aplica, en los casos en que el coste fue 0 € en ambos periodos;
RDF: reduccion de dosis final.
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10.22. Anexo 22. Desarrollo ELISA:

experimentos

resumen del total de

Tabla A 15. Resumen del total de experimentos.

| Nomero | Procedimiento Resultado (idea principal)
Fijar 2 yg/mL de IL-5y 2 ug/mL | No se produce una disminucién proporcional
ENR_001 !
de IL-5 Ra en la absorbancia (abs)
ENR_002 suar 4 ug/mlde IL-5y 25 ugml | o, 1ema en 1a lectura
e mepo
| ENR_003 | Fijar 4 pg/mL de IL-5 Saturacion a [mepo] 5 y 50 ug/mL
ENR_004 Fijar 2,5 ug/mL de benra Se establece rango de IL-5 Ra entre 0,01 -
0,1 ug/mL
ENR_005 Rango de IL-5R Saturacion entre intervalos de IL-5 Ra 0,05 -
0,1 pg/mL
| ENR_006 | Fijar 2 pg/mL de IL-5 Ra No diferencias a [benra] entre 0,5y 1 ug/mL
| ENR_007 | Fijar 2,5 pg/mL de benra Idem que ENR_005
\ ENR_008 \ Fijar 2 yg/mL de IL-5 Ra Replicados no coherentes
A 1 pg/mL: saturacion en todas las [benra). A
ENR_009 Fijar 1y 2 uyg/mL de IL-5 Ra 2 ug/mL: saturacion a partir de [benra] > 2,5
ug/mL
A 2 uyg/mL mas diferencia entre la abs de
ENR_010 Fijar 2 y 4 yg/mL de IL-5 Ra distintas [benra]
Se fija IL-5 Ra 2 pg/mL
| ENR_011 | Fijar0,2,1,2y4 yg/mLde IL-5 | Problema de lectura o saturacién
ENR_012 Se prueba [benra] entre 0,001y No hay un aumento de sefal proporcional
2,5 ug/mL
Aumento de sefa progresivo
ENR 013 Idem ENR_011 Se fija IL-5 2 pg/mL
| ENR_014 | Idem ENR_012 Sefiales de absorbancia crecientes
Saturacion
ENR_015 Se/rp;rtjeba [mepo] entre 1,5y 25 Interferencias con HRP-Fc-a-IgG o bien con
Hg mepolizumab
0,2 yg/mL: no diferencias en abs
Se modifica [IL-5 Ra]la 0,2, 1y 2 | 1 yg/mL: a [ benralizumab] entre 0,01 y 0,05
ENR_016 . .
- pg/mL pg/mL no diferencias en abs
2 ug/mL: saturacion
ENR 017 No se afiadic IL-5 HR~P-Fc-a-IgG con o sin mepolizumab dio
- sefal
ENR_018 Idem ENR_016 Mayor diferencia de sefiales con [IL-5 Ra] 2
pg/mL
0,2 pg/mL: no diferencias en abs
ENR 019 Seuso[IL-5Ra]a0,2,1y2 1 ug/mL: a [ benralizumab] entre 0,25 y 2
- pg/mL en BC/C 0,1 M pg/mL se observd meseta
2 yg/mL: aumento progresivo minimo
Se uso [IL-5 Ra] a 2, 4 y 8 yg/mL | Con estas placas se fija [IL-5 Ra] 2 uyg/mL
ENR_020 en BC/C 0,1 M en placas half Se descarta [benralizumab] de 0,015 pg/mL
area y se propuso 2,5 yg/mL
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10. ANEXOS

ENR_021
| ENR_022

Igual que ENR_020 pero paso de
inmovilizacién en 2h y a 37°C

ENR _020 con diferentes [benra]

Todos los resultados fueron 0,05 de abs
Se descart6 estas condiciones

Resultados validos con [IL-5 Ra] 2 pg/mL

ENR_023

En las placas half area, se fija 1,
2,3y 4 yg/mL de IL-5 Ra

Se fija IL-5 Ra 2 pg/mL

ENR_024

ENR_025

[IL-5 Ra] 2 pug/Ml en BC/C 0,1 M
(half area)

Idem ENR_024

Absorbancia baja, posible error de lectura
(Ac2 o sustrato)

R2=0,9553, pero valores de absorbancia
bajos

ENR_026

| ENR_027

Fijar 1, 2,3 y 4 yg/mL de IL-5 con
BC/C 0,1M y placas half area

Idem ENR_024

Absorbancia saturada

Resultados similares

| ENR_028

ENR_029

Fijar 2 yg/mL de IL-5

Igual que ENR_025 pero con
dilucion 1:100 PBS-BSA 1% de
los estandares

Saturacion

La absorbancia fue menor

ENR_030

ENR_031

Idem pero preparacion de los
estandares en suero y posterior
dilucion 1:100 PBS-BSA 1%

Se comparé BC/C 0,1 M y citrato
10 mM para [IL-5 Ra] a 2 yg/mL y
estandares en suero

Saturacion

Saturacion con ambos tampodns y con o sin
IL-5 Ra inmovilizado

ENR_032

Idem pero se us6 ELISA coating
tampon frente a BC/C 0,1 M

Saturacion

ENR_033

Se uso [IL-5] a 2 yg/mL en ELISA
coating tampon (comercial) y
estandares en suero

Saturacion

ENR_033

Se uso [IL-5] a 2 yg/mL en
coating tampén y estandares en
suero

Tampon de bloqueo: ELISA
ultrablock, synblock y PBSA-BSA
1%

Saturacion

ENR_034

Se uso [IL-5 Ra] a 2 yg/mL en
coating tampén y estandares en
suero

Tampon de bloqueo: ELISA
ultrablock, synblock y PBSA-BSA
1%

Saturacion

ENR_036

Modificacion condiciones:
- Tiempo lavado: 1 min x4
- % Tween: a 0,1%
-Tyt?paso 3:t?amby 1h
- T paso 4: 30 min
- HRP-a-Fc-IgG. 1:10.000

Saturacion

ENR_037

Modificacion condiciones:
- Tiempo lavado: 1 min x4
- % Tween: a 0,1%
-Tyt?paso 3:t?amby 1h
- T paso 4: 30 min

- HRP-a-Fc-IgG. 1:10.000

Saturacion
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Idem que ENR_036 pero

aumentando la % de dilucién de A dilucién 1/10.000 y 1/100.000 no diferencia

ENR_038 los estandares (1/100 a ;on elltfcc)jndo h ¢
1/100.000) esultado no coherentes
Idem que ENR_037 pero Suero diluido a:
ENR 039 aumentando la % de diluciéon de | 1/100: 0,866
- los estandares (1/100 a 1/1.000:0,214
1/100.000) 1/10.000: 0,140

Idem que ENR_038 pero
ENR_040 afiadiendo [ mepo] O, 0,1, 1, 10,
100 pyg/mLy 1 mg/mL

Se observaron diferencias en cuanto a los
diferentes % de diluciones y [mepo]

Idem pero afiadiendo [ benra] 0, | Se observaron diferencias en cuanto a los

ENR_041 0,1, 1,10, 100 yg/mL y 1 mg/mL | diferentes % de diluciones y [benra]

ENR_042 Idem ENR_041 Resultados contaminados

Idem pero comparando:
- Tampoén de captura: BC/C 0,1 M

y BUF0O30A

- Tampon de bloqueo: BUF033, | Para una sefal de fondo minima (<0,2), el
ENR_043 BUF034 y PBS/BSA 1% mejor resultado fue diluir a 1/10.000

- Dilucién estandar: suero o Se fij6 no diluir mas de 1/1.000

PBS/BSA 1%

- Diferentes % diluciones

Condiciones: BC/C 0,2M;
bloqueo con PBS/BSA 1%,
ENR_044 estandares en suero y diluidos a
1/100 y 1/1000

Se compararon dos Ac2

A 1/100: saturacidn
Posible contaminacion

Se uso [IL-5 Ra] a 2 yg/mL en
BC/C 0,2 M, bloqueo con
ENR_045 PSA/BSA 1% y estandares en Reactivos contaminados
suero y diluidos 1/100
Pruebo placas MaxiSorp

Idem ENR_040 pero con BC/C No hay sefal, en todos se vié absorbancia

ENR_046 | oM de 0,05

A 1/100: abs de 1,512 y 1,869

ENR_047 | Idem ENR_040 A 1/1000: abs de 0,676 y 1,250

Idem pero [benra] entre 3,125
ENR_048 pg/mLy 200 pg/mL en suero y Resultados incoherentes
dilucién 1/100

Varias [ IL-5] con 1 pyg/mL de Saturaciéon con mepo

ENR_049 | hepo R2=0,999 con 5A10-biotina

Varias [IL-5] y [Mepo] a 1 pyg/mL
ENR_050 en PBST-BSA a diluciones 1/10,
1/100 y 1/1000

Saturacion con mepo
R2=0,9975 con 5A10-biotina

ENR_051

Comparacion de dos Ac2 Saturacion en ambos casos

1/10: saturacion

1/100: abs similares en todas las [IL-5]
(=0,350)

1/1000 y 1/10000: sin sefial

Varias [IL-5] y [Mepo] a 20 pg/mL
ENR_052 en suero a diluciones 1/10, 1/100,
1/1000 y 1/10000
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[IL-5] a 250, 500, 1000 y 5000 Saturacion incluso sin IL-5 ni mepolizumab
ENR_053 | pg/mLy[mepoJa20ugimba | g i gilucion 1/10000
1/1000
Se usaron tampones comerciales N
ENR_0s4 | Para diir mepo (RDG-12,RD6- ¢ % 8 A R A e
= 12+AC, RDSP, RDSP+AC, PBS- | 2> >°° para sig
BSAT) y
|dem (RDSP, RDST, RD65, PBS- No se pudieron analizar resultados por fallo
ENR_055 BSAT) en el ez ectrofotometro i
Dilucién reducida a 1/100 P
| ENR_056 | Idem Sin diferencias entre [IL-5]
Biotina y mepo diluidos en suero | Diferencias en blancos y en [IL-5] 0 pg/mL
ENR_057 -
— y RD5P entre mepo y biotina
Biotina, en suero: sin senal, con tampoén
ENR 058 Idem pero se modificé el Ac2 comercial: sefal coherente
- (Fab’)2 en mepo Mepo, en suero: resultados incoherentes y
en tampon comercial: sefial coherente
ENR_059 ELISA kit benralizumab Se distinguen diferentes sen.algs.
Resultados coherentes (preliminares)
| ENR_060 | ELISA kit benralizumab Kit defectuoso
| ENR_061 | Idem ENR_059 Datos no reproducibles
Uso Maxisorp+ Ac2 especifico Se observa discriminacion inter e
ENR_062 e
frente a IgG1 intraindividual
ENR_063 Dilucion HRP-a-Fc-lgG1 Au[nentq de la sefial, pero efecto hook con
sefal baja
| ENR_064 | Se modifica [IL-5Ra] No se modifica la sefal
| ENR_065 | Se usa BSApura No se modifica la sefial

Abs: absorbancia; Ac2: anticuerpo secundario; Benra: benralizumab; h; hora; Idem: mismo
procedimiento que experimento anterior; mepo: min: minuto; T: tiempo; t% temperatura; [ ]

concentracion.

10.23. Financiacion

El presente trabajo de tesis doctoral ha sido posible gracias a la financiacion recibida

a través de los siguientes proyectos y ayudas:

- Ayuda de la Fundacion Espanola de Farmacia Hospitalaria (FEFH), concedida en

el marco de Ayuda a la Investigacion en el ambito de la Farmacia Hospitalaria

2021-2022 ‘AlI-FEFH 2021-2022".

- Ayuda de la Sociedad Espafiola de Neumologia y Cirugia Toracica (SEPAR),

concedida en el marco de Ayudas a la Investigacion SEPAR.

Esta financiacion permitié la ejecucion del estudio clinico, el analisis de muestras

bioldgicas y el desarrollo de los métodos experimentales incluidos en esta tesis.
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