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Biomarcadores:

» Indicadores objetivos, mensurables, del estado médico.

» Indicadores de un proceso normal, patolégico, o de la
respuesta a un tratamiento.

> Influyen en y/o predicen la evolucion (mejoria o deterioro) de
una enfermedad (marcadores surrogantes: no son parte del
proceso fisiopatologico).

» Reflejan como un individuo vive, funciona, y se siente
(objetivos finales clinicos).

SENSIBLE, ESPECIFICO, PRECOZ

Confiable, reproducible en el entorno clinico, con
minima variacion espontanea, facil de tomary
analizar “en el mundo real”, costo-efectivo.
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Biomarcadores:

» Deteccion precoz.

» Diagnostico.

» Pronostico de evolucion.

» Pronostico de respuesta a un tratamiento.

SENSIBLE, ESPECIFICO, PRECOZ

Confiable, reproducible en el entorno clinico, con minima variacion
espontanea, facil de tomar y analizar “en el mundo real®, costo-efectivo.




Asma bronquial

Asthma Syndrome

Chara_cte nzed by variable and ASth m a

recurring symptoms, airflow obstruction,

bronchial hyperresponsiveness, Sy n d ro m e

and inflammation

Phenotypes

e e e Phenotype Phenotype

freatment response

Endotypes
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pathc:nphysmlﬂgu:ﬂ mechanism
(links chnical characteristic
with a molecular pathway)
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Marcadores de Inflamacion:

* en sangre TN

\, Inflammatory call products

* en orina

* en biopsias ®
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F Normal 75 . en lavado
broncoalveolar
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Esputo inducido

¥ ¥
Induccion de esputo : A ‘x ‘
\"":. . ¢‘
Nebulizador homologado w

Solucion hipertonica al 3%

Premedicacion con 2 puff de salbutamol g

Promover tos y expectoracion en recipiente estéril ¢/2 min. y hasta
12 min. ( enjuague bucal y sonado nasal previo para minimizar
contaminacion)

VEF1 : controlar ¢/15 min. post B2 y ¢/4 min. de induccion

Suspender procedimiento si VEF1s cae > de 20%
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Esputo inducido

Cuatro subtipos inflamatorios en Asma

Neutrofilico

(© ¥.&
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Mixto Paucigranulocitico
granulocitico

Simpson et al Respirology 2006: 11,54-61




Esputo inducido
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Intermittent Mild to Severe

asthma moderate asthma asthma

Curr Opin‘Pulm Med, 2002; 8:25-32
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Esputo inducido

Comparison of inflammation assessed from induced sputum
and biopsies in moderate to severe asthma

Moderate asthma Severe asthma

Sputum cosinophils (%)

Sputum neutrophls (%) . A1)

Exhaled NO (ppb) 2.2 (9.1) 132 (I
MBP-positive f_'clls;,."mm: .57 ( 1) 14.2 (¢
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an . 2 . p . o .
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branchial biopses, cells/mm?
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© Moderate asthma (r=10.2, p=0.4)
@ Severe Asthma (r= 0.4, p = 0.04)
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Los eosindfilos del esputo pero no del
tejido correlacionan con la frecuencia de
exacerbaciones en el asma severo.

Los neutrofilos no correlacionan con la
clinica.

Sputum eosinophils, %
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C. Lemiere, JACI 2006
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Total number of asthma exacerbations
during the year preceding the study
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Esputo inducido

Predice respuesta a corticoesteroides
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Meijer et al Clin Exp Med 2002;32:1096-1103
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Esputo inducido

guias BTS
guiado por esputo
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Green et al. Asthma exacerbations and sputum eosinophil counts: a

randomised controlled trial. Lancet 2002;360:1715-21. ™
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Esputo inducido

Use of sputum cell counts to guide steroid treatment reduces
eosinophilic, but not noneosinophilic, exacerbations

Non-Eosinophilic
p=0.82

Eosinophilic
RR=0.28
p=0M
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Jayaram L, Pizzichini M et al. ERJ 2006; 27:1-12
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Use of sputum eosinophil counts to guide

management in children with severe asthma.
Louise Fleming, Nicola Wilson, Nicolas Regamey, Andrew Bush. Thorax 2012;67:193e198.
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Spirometry and BDR
Sputum induction
Clinical review
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Monitoring asthma in childhood: lung
function, bronchial responsiveness

and inflammation Eur Respir Rev 2015; 24: 204-215

For now, the evidence suggests that sputum induction is not useful to monitor
asthma in routine clinical practice. However, for specific patients in specialised

tertiary centres sputum eosinophils may be helpful when making difficult
treatment decisions.
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How stable are inflammatory phenotypes?
Al Samri et al JACI 2010

A-moderados B- severos
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Esputo inducido

25 week Gweeks Imonth 3 menth Imonth 3 menth

Longitudinal measurement of airway

inflammation over one vear in children : I
and adults with intermittentjasthma Screening 1

Frauke Pedersen", Olaf Holz*', Frank Kanniess™®, Stefan Zielen®, Johannes Schulze®, Adrian Gillissen®'°,

1a

Andrea von Bergé, Dietrich Berdel®, Jutta Beier’, Kai Beeh”, Maike Schnoor® and Helgo Magnussenp

Spirometry
Skin prick test
Bronchodilator test

Spirometry
Induced sputumivisit 1a - 5)
FeMO
Bronchial provocation (PCz0 FEV1)

Blood testihemogram, clinical chemistry, IgE, only visit 1)

Pediatric patients

OB_
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epolizumab for Prednisone-Dependent
Asthma with Sputum Eosinophilia

Washout Mepalizumab

Bwlk

Run-in
B wk

| Prednisone dose reduction |

—— Mepalizumah {750 mpg) —

TL Placsbo
Randomization

[ T T T
Week 0 2 b 10 14

Patients withiout Exacerbation (2£)

Visit 0 2 4 f ] _
' | I Randomization
Placebo

| | | | | | | | | | | | |
0 2 4 6 8§ 10 12 14 16 18 20 22 M 26
Weeks

P Nair et al, NEJM 2009
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Célula
productora

* epitelial
* enddcrina
e neurona

* inmunocito

L-arginina

NOS
(C)

Oxido Nitrico

Gas, muy pequefio, soluble en lipidos
Vida muy corta (1-30 seg), metabolizado a nitratos y
nitritos

Célula
blanco

GTP

Guarlilato

» respuesta

v

L-citrulline

Ciclasa

cGMP
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NO: produccion fisiologica

Sinusal
(1000-30000 ppb)
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In NOS2 ratio

Correlacion entre FeNO e INOS
C Lane et al. Thorax 2004;59:757—760.

Inflamacion

=

, _

NOSc: Oxido Nitrico Sintetasa Constitutiva

NOSi: Oxido Nitrico Sintetasa Inducible




r, _

NOSc: Oxido Nitrico Sintetasa Constitutiva

NOSIi: Oxido Nitrico Sintetasa Inducible




FeNO medido depende del flujo exhalado

ATS/ERS eNO guidelineS AJRCCM 2005; 171:912-30

Quimioluminiscencia — 50 ml/seg

Valores Normales:
Adultos sanos: 10-20 ppb
Nifios sanos: 9-15 ppb
97% adultos sanos: < 35 ppb

97% nifos sanos: < 25 ppb
AJRCCM 1997;155:260-7

@5 J J J u l u u J
@ &9 900 150

Quimioluminicencia

(Niox, Aerocrine)

Automatizado
Alta sensibilidad y reproductibilidad
Aprobado FDA

Costoso
Sin representante local
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Condiciones asocladas con
Incremento en valores de FeNO

= ASMA = Alveolitis
= |nfecciones virales ™ Rinitis alérgica
= Neumonia = Poliposis nasal

m FQ (exacerbaciones) s Eccema atopico

= Bronquiolitis O. (t) ™ Enf.infl.intest.




Condiciones asocladas con
descenso en valores de FeNO

= Hipertension P
= Disquinesia ciliar
= Bronquiectasias
= FQ

= Sinusitis

= Anemia falciforme

-

-
-
-
-

Tabaquismo
Alcohol
Cafeina
Espirometria

Broncoobstruccion




OXIDO NITRICO EXHALADO EN NINOS CON ENFERMEDAD PULMONAR CRONICA
POST VIRAL VERSUS NINOS ASMATICOS

Pifion S; Marquez A; Velasco Suarez C; Figueroa JM; Balanzat A.
Hospital de Clinicas”José de San Martin”.UBA. Av. Cérdoba 2351 2do piso Cap. Fed.5950 8585.
Cires Av de Mayo 1194. 43814245. Capital Federal. -

Objetivos: Estimar los valores de FENO en nifios con EPCPV y compararlos con nifios asmaticos.

Poblacion: 10 nifios entre 3 y 8 anos de edad (media:5.9) con EPCPV (antecedentes de bronquiolitis
severa en la infancia, con sintomas obstructivos y dafio radiologico persistente, con TAC con patrones de
imagenes en parches), clinicamente estables, tratados con corticoides topicos inhalados (CTIl). La FENO
de estos nifios se comparo con la de 10 nifios pareados por edad y tratamiento, tomados al azar de la
poblacion de nifios asmaticos estables tratados con CTIl y en quienes se habia realizado medicion de la
FENO.

Materiales y métodos: La medicién de 6xido nitrico fue realizada segun normas de ATS con equipo Niox-

Aerocrine, on line, con controlador de flujo de 50ml, y tiempo espiratorios de 6 segundos en los nifos de 6
0 menos anos de edad, y de 10 segundos en los mayores. Los valores fueron expresados en ppb, siendo
los valores normales 6-15; bajos: < 5 ; normal alto: 15-25 y patologico >25. Las mediciones en ambos
grupos se compararon estadisticamente (Kruskal Wallis).

Resultados: Los nifios con EPCPV presentaron una FENO de 8.1 + 3 ppb. Los nifios con diagnostico de
asma bronquial, tenian una FENO de 19.4 + 10 ppb (p:0.02). Las dosis de CTI eran similares ente ambos
grupos (budesonide 600 ugr).

Hospitel de Clinicas '
de Ran Martin.

Fundacion
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FeNQO: correlacion con muestras invasivas

BAL eosinophil (%)
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Exhaled NO

20

eNO (fidel) ppb

eNO: correlacion (+)

Densidad de proteina mayor
basica en biopsias bronquiales de
pacientes con asma activa vs. en
remision

van den Toorn LM, et al.
Am J Respir Crit Care Med
2001:164:2107-13

eNO: correlacion (+)
Valor de prediccion

eNO > 17 ppb predice inflamacion
(sensibilidad 81%)
Warke TJ et al. Thorax 2002;57:383—7
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Correlacion con Eosinofilos
en Esputo Inducido
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Relacion entre FeNO y eosinofilos en sangre
en asmaticos alérgicos y no alérgicos.

M Silvestri et al:
FeNO (ppb) Thorax 2001;56:857—862
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Pablo Cassara

Berry MA et al. Clin Exp Allergy. 2005;35(9):1175-1179 O M




FeNQO: correlacion con Espirometria

Scatter Plot FENO vs VEF1 (n=32)

Scatter Plot FENO vs FEF 25-75 (n=32)

VEF1 (Ifs)

FENO vs cambio VEF1 (n=21)

~—— P=0.04r>=0.19
e

o

FEF 25-75 (I's)

FENO vs cambio FEF25-75 (n=21)

- P=0.03r2=021

e

03 05
cambio VEF1 (Ifs)
p=0.04 =044

03 08
cambio FEF 25-75 (Ifs)
p=003 1=046




Correlacidon entre FeNO e
Hiperreactividad Bronquial

104 pacientes con Asma Leve

100

0.1 1
PCyp histamine (mg/mL)

Dupont LJ et al. Am J Respir Crit Care Med. 1998;157:894-898

Hospitel de Clinicas '
Jnst d S Marin
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FeNO en el diagnostico de asma:

Comparacion con test de provocacion bronquial.
Berkman N, Aviial A ; : ' : x - 2005; 60: 383-8
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0228
Broncoespasmo inducido por ejercicio en niios asmaticos tratados con corticoides inhalados: valor

predictivo de la Fraccion de Oxido Nitrico Exhalado, la Concentracidon Alveolar de Oxido Nitrico, y la

Temperatura del Aire Exhalado.
M Vocosi2, C Velasco Suarezi2, M Roquez, D Primrose , G Donth2, MA Schvartz., JM Figueroa:-2
1CIRES-Fundacién P.Cassara, Argentina. :Hospital de Clinicas-UBA, Argentina

Objetivo : Evaluar el valor predictivo de las mediciones en el aire exhalado en relacion al broncoespasmo inducido por test
de ejercicio en nifios con asma controlado por tratamiento con esteroides inhalados.

Poblacion y Métodos:

79 niNos que presentaban asma controlado en tratamiento con corticoide inhalado; se realizé medicion basal de FeNO, Calv, y TE; y
posteriormente test de ejercicio en treadmill segun norma ATS.

Se analizaron y compararon las curvas ROC en relacion a la respuesta de BEI positivo.

Resultados: 15 nifios presentaron test de ejercicio con -
caida de VEF, mayor a 12% pese a presentar ACT Edaiii"“)
controlado. Las curvas ROC mostraron a la FeNO >29,8 ppb eso ke

como unico predictor valido de BEIE. talla (cm) 27,60
FeNOTemp Exhalada (°C) 37,5-1,37

CALV (ppb) , 10,29

Temp Exhal (2C) 1,37

FVC % 13,07

VEF1 % 14,24

FMF % 26,76

FENO 501

40 60 40 60
100-Specificity 100-Specificity




FeNO y Corticoides Inhalados

FeNO basal:
70.9 £ 52 ppb (IC 95% 46-95).

FeNQO post 15 dias CTI:

34.1 + 27 ppb (IC 95% 21-46)

FeENO FeNO

basal final
(p=0.0009).
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FeNO:
antileucotrienos versus placebo

- Placebo

-+ Mantaiukast MTL redujo
significativamente FeNO
desde el 1° dia de
tratamiento
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B
:

D = dias de tratamiento
W = dias desde suspencion

o
=i

BazelineD? D2 D7 D14 W1 W2 Wr

Sandrini A et al. Chest
2003:124:1334—-40.
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eNO: CTI + LABA

FP = fiuticasone 500 pg
FP + SM = futiocasons 250 pg + FP: 500 pg
saimsteral 50 pg

FP: 250 ug + salmeterol (50 ug)

Caida FeNO vs basal (P < 0.05)

Mayor caida con FP vs.
FP + Salmet. (p < 0.05)

‘T
8
a
(]
i
M
i

Bassline FF FP+ SM

Baraldi E et al. J Pediatr 1997:;131:381-5

Hospitel de Clinicas '
& e San Mariin
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FeNO:
accion y suspension de CTC
Inhalados

B 5t=roid
O Placsbao

FeNO en pacientes con asma:

Basal

)
B
f_%'
3
3

2 semanas de Ttto

4 semanas de Ttto

Post susp. del Ttto
0 2 4 6
Bas=line Traatment period Washout
Time (wesks)

Fundacion
van Rensen EL et al. Thorax 1999; 54:403-8. Jr-




FeNO: prediccion de exacerbaciones

Jatakanon A et al. Am J Respir Crit Care Med 2000;161:64—72

Exacerbation

a D
{ Symptoms

7
T 3
"
e,
;
3

Exhal=d MO (pphl
£l i Ba LTT BT =]

/

FEV, 26% |

a 2 4 & 8 2 4 6
Tima (wesks) Tima (wesks)

FeNO y score de sintomas en pacientes con'‘asma con
exacerbaciones leves post reduccion de los CTC inh.

Hospital de Clinicas '
4 de San Mustin
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Reduccion de CTI

n=40 ninos asmaticos estables
Reduccion CTI cada 2 meses si estables
FeNO, S. Eosindfilos , HRB (caida > 15%)

FeNO < 22 ppb: 92% reduccion exitosa
comparable a SE < 1%

mejor que HRB

Zacharasiewicz et al. AJRCCM 2005.



FeNO y concompliance con CTI
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Beck-Ripp J et al. Eur Respir J. 2002;19(6):1015-1019. — -




» The NEW ENGLAND
JOURNALofMEDICINE

Tratamiento del Asma Guiado por FeNO

Smith AD et al. N Eng J Med. 2005;352(21):2163-2173

97 pacientes; 46 grupo FeNO. Seguimiento durante un afio. FeNO medido a =250 mL/s

P=.91 P=.36 P=.003 P=.003
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Tratamiento del Asma Guiado pc )

85 nifos -- con asma atopica tratados con CTIGEg
Monitoreo: )
|:> Convencional versus valores de FeNo

Cada 3 meses — 1 ano de seguimiento
|:> Mediciones de FEV1 e HRB

Resultados

Dosis de CTI (anual) similar

FEV1 mejor grupo FeNO

Variabilidad FEV1 similar

Control de la enfermedad mejor grupo FeNO (8 vs. 18 exacerbaciones)
Score de sintomas similar

HRB favorable grupo FeNO (p=0.04)

FeNO incrementado en grupo convencional

Pijnenburg MW et al Am J Respir Crit Care Med 2005 172:831-26




An Official ATS Clinical Practice Guideline:
Interpretation of Exhaled Nitric Oxide Levels (Feno)
for Clinical Applications

Raed A. Dweik'2, Peter B. Boggs®, Serpil C. Erzurum'2, Charles G. Irvin®, Margaret W. Leighs, Jon O. Lundbergs,
Anna-Carin Olin?, Alan L. Plummer®, D. Robin Taylor, on behalf of the American Thoracic Society Committee
on Interpretation of Exhaled Nitric Oxide Levels (Feno) for Clinical Applications

Am J Respir Crit Care Med Vol 184. pp 602-615, 2011

« Diagnostico Inflamacion Eosinofilica

 Pronostico de respuesta a Corticoides

Valores de Corte? < 20 ppb; = 35 ppb

Monitoring asthma in childhood: lung
function, bronchial responsiveness

and inflammation Eur Respir Rev 2015; 24: 204-215

Taken together, based on current evidence FeNO is not useful for routine
monitoring of children with asthma, although most task force members use
FeNO in children with difficult or uncontrolled asthma especially in specialist
centres.

Pablo Cassara




FeNO en menores de 2
anos

» mayores dificultades técnicas

» observaciones similares
* Menos experiencia

e correlaciona con IPA
* NO estandarizado

Tepper RS, Llapur CJ, et al.

Expired nitric oxide and airway reactivity
in infants at risk for asthma.

J Allergy Clin Immunol. 2008; 122:760-5.
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Condensado de Aire Exhalado

a | Inner glass Outer glass b Mouthpieca

Subject Tefon tube \oee :
exhales here ) One-way valve
. N‘Iouthpiece Valve block

Cooling cuff

{-20°C)

Sample

collection vial

Lamellar condenser

Breath

¥’ condensate
Saliva

filter

One-way valve

Breath
condensate

Nature Reviews | Drug Discovery
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Condensado de Aire Exhalado

Table 1. Biomolecules in EBC.

Table 1. Continued.

Anatytical method

s-hupr:;-hﬁ-rg-imﬂ Gm-lsir.-rfz;agmuumm uﬂm&tmmnumr: ﬂ:ﬁmn i “mhh_! arvayISack et 2L 2006]
i et al. 1999 b hi et al. 2000; M i and Barnes, : Tay [Matsunaga et al 2004]
mﬁmagm1 Shahid :imummnumamunn_
2003b; Kostikas et al. 2003; Biernacki et al. 2003; Carpagnana et al. Hi03a;
P — e MIP-1a, MIP-18
LT, LC/ME/MS [Mantuschi ef ai. 7004a; Montuschi ef 2l 2005al, GCMS [Cap ef al. 2004], e
El& [Monbuschi and Barnes, 2007%h; Montuschi et ail. 2003c; Antczak et al. 200;
Monding et al. 2004; Bsernacki ef ai. 2003; Montuschi et 3. 2005b; Hanazawa et al
™ o |
LTE; GCIMS [Cap ef al. 2004], EIA [Monding et al 2004; M thi et ail 20D04; Shibata
Cys-LTs [LTC/LTOLLTEL) E% ;ljfllz'!lﬂﬂﬂﬁ et al. 2003b; Hamazawa et al. 7000; Carry . . R . .
Prostancids | | | Monitoring asthma in childhood: lung Eur Respir Rev
PGE; G%ﬂf"hw-:twwuuﬂmumMH . . . 2015 24 204_
pocs ek o s o 202 function, bronchial responsiveness e
Tallz RiA [Vass ef al. 2003; Mondino et al. 2004; Huszar et ai 20051 E14 [Maonty

20025 1 H RS TASK FORCE REVIEW
pﬂhw:wwmlmunam;hwummnn and |nﬂammat|0n E‘SM\FOR“ERE‘E“
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Deciphering Asthma Biomarkers with
Protein Profiling Technology

Zhizhou Kuang, Jarad J. Wilson, Shuhong Luo, Si-Wei Zhu, and Ruo-

Cytokine targets Typical physiologic functions

.4 Activating Th2 immunity; = o
vessel wall for eosinor’ Wi..-:‘{?‘

IL-5 Promoting eosi “\.}5‘@3‘?’5

IL-13

IL-25

IL-33
TSLP

Eotax

Diagnosis, prediction

IL-9 - ; i Diagnosis, therapeutic
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e ;
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LE serum
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Table 1 Monoclonal antibodies and their targets

Mame Target

Study

phase

Route of
administration

Omalizumab igE
Quilzumab igE
Ligelizumab igE
Lumiliximab FceRll (CD23)
Daclizumab IL2-R (CD25)
Lebrikizumab IL-13
Mepolizumab IL-5
Reslizumab IL-5
Benmlizumab IL-5
Mogamulizumab CCR4
Infliximab TNF-a
Golimumab TNF-a

Etanercept NF-a (soluble
receptor)

Eculiumab 5a
Canmakimumab IL-18

SNGOOT {Inhaled  IFN- B
IFN-B 1a)

Approved
lla

lla

[

I

[

I

I

Subcutaneous
Subcutaneous
Subcutaneous
Cral
Imtravenous
Subcutaneous
Imravenous/Subc uaneous
Imtravenous
Imtravenous
Imtravenous
Imtravenous
Imtravenous

Subcutansous

Intravenous
Subcutaneous

Inhalation

Anti-IL-4
Anti-IL13

IL-4, IL-13, IL-5
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Inflammatory Markers in Bronchoalveolar
Lavage and in Bronchial Biopsy in Asthma
during Remission*

Antonio Foresi, M.D., F.C.C.F; Giuseppina Bertorelli, M.D.; Airway Inflammation Is Present during Clinical

Alberto Pesci, M.D., EC.C.P; Alfredo Chetta, M.D., FC.C.E; and Remission of Atopic Asthma
Dario Olivieri, M.D., EC.C.P. (Chest 1990; 98:525-35)
’ M. VAN DEN TOORN, AJRCCM 2001; 164:2107-2113

——
Controls Asthmatics

K intraspitheilal ¢ [ Jintraspithelial MC
260 Submucosal cells x10 hpt cells x10 hpf

e

Controla Asthmatics

vc. HR e e I MC

Ficuke 2. Differential cell count in the epithelium (top) and in the
submucosa (bottom) from BB of asthmatic and control subjects.
Values are mean and SE. MC, mast cells; E, eosinophils; *, p<0.025;
** p<0.01.
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