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RESUMEN

Objetivo: Determinar la utilidad de la periostina como
biomarcador de inflamacion eosinofilica y predictor de respuesta al
tratamiento con corticoides inhalados.

Disefo: Estudio de cohortes prospectivo, durante el periodo
marzo/2016-noviembre/2018.

Ambito y sujetos: Se incluyeron un total de 81 sujetos con
diagnéstico de asma bronquial valorados en consultas externas de
asma de 2 hospitales. Para su inclusion debian haber mantenido
como minimo tratamiento con corticoide inhalado al menos 4
semanas.

Métodos: Se recogieron variables clinicas, funcionales y
analiticas en el momento de la inclusién y al afio de sequimiento.

Resultados: No encontramos difererencias en los niveles de
periostina basales en funcion del sexo, indice de masa corporal,
tabaquismo, rinitis, atopia ni dosis de corticoides inhalados usados.
Si encontramos niveles de periostina mas elevados de forma
significativa (12,76 + 6,78 vs 17,78 £ 7,06; p: 0,026), a niveles
més elevados de FENO (=35ppb), pero no para eosinofilia en
sangre (=300 células/pl). En nuestra serie la periostina no fue un
biomarcador de control.

Conclusiones: La periostina no parece ser un buen
biomarcador de eosinofilia, sin embargo puede que si nos ayude a
identificar un fenotipo "T2 alto" que sea de utilidad para guiarnos
en el manejo y tratamiento de los pacientes con asma. No hemos
podido demostrar su utilidad como predictor de control actual ni
futuro (medido en FEV1, nimero de exacerbaciones, grado de
control clinico y control medido por ACT).
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INTRODUCCION

El asma es una enfermedad heterogénea compuesta
de diferentes fenotipos, que hemos clasificado de
forma general en inflamaciéon T2 e inflamacién no T2.
La periostina se ha postulado como un marcador que
caracteriza una inflamacién tipo 2 debido a la regulacién
del gen POSTN. Es una proteina de matriz extracelular que
actua en la activacién celular uniéndose a los receptores
celulares de superficie. En las células epiteliales el gen
POSTN se hamostrado queregula “alabaja” el tratamiento
con corticoides, sugiriendo que los corticoides podrian,
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ABSTRACT

Objective: To determine the utility of periostin as a biomarker
for eosinophilicinflammation and a predictor of response to inhaled
corticosteroid treatment.

Design: A prospective cohort study carried out between March
2016 and November 2018.

Environment and subjects: A total of 81 subjects diagnosed
with bronchial asthma evaluated in outpatient asthma clinics at
2 hospitals were included. To be included, patients had to have
at least maintained treatment with inhaled corticosteroids for a
minimum of 4 weeks.

Methods: Clinical, functional and analytical data was collected
upon inclusion and after a year of follow-up.

Results: We did not find differences between baseline periostin
levels according to sex, body mass index, tobacco use, rhinitis, atopy
or inhaled corticosteroid dose. We did find significantly higher
periostin levels (12.76 + 6.78 vs 17.78 = 7.06; p: 0.026) at higher
FeNO levels(=35ppb), but not for blood eosinophilia (=300 cells/pl).
In our study, periostin was not a control biomarker.

Conclusions: Periostin does not seem to be a good biomarker
for eosinophilia, although it may help us identify a "T2-high"
phenotype that can be a useful guide in the management and
treatment of patients with asthma. We were not able to prove the
utility as a current or future control predictor (measured in FEV1,
number of exacerbations, degree of clinical control and control
measured by ACT).

Keywords: periostin, eosinophilia.

en teoria, reducir los niveles circulantes de periostina.

Se postulé hace unos afos que la periostina tenia valor
como biomarcador de eosinofilia, siendo el predictor mas
significativo de inflamacion eosinofilica en la via aérea,
seguido de la fraccion espirada de éxido nitrico (FENO),
la eosinofilia sanguinea y la IgE'. En el estudio BOBCAT?
(Bronchoscopic Exploratory Research Study of Biomarkers in
Corticosteroid-refractory Asthma), se midi6 la inflamacién
de la via aérea a partir de muestras de esputo inducido
y biopsias bronquiales, de 67 pacientes asmaticos que
permanecian sintomaticos a pesar del tratamiento con
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corticoide inhalado. Los niveles de periostina fueron
significativamente mayores en los pacientes con
eosinofilia en el esputo (> 3%), encontrando el punto
de corte para periostina en 25 ng/ml. En el modelo de
regresion logistica que incluia sexo, edad, indice de masa
corporal (IMC), niveles de IgE, eosinofilia sanguinea,
niveles de FENO y niveles de periostina sérica, mostraba
que de todos, el nivel de periostina era el mejor predictor
de eosinofilia en via aérea (p = 0,007). Ni la periostina,
ni ninguno de los otros marcadores anteriores se
correlacion6 con el FEVi, ACQ, edad, sexo o IMC. FENO
y periostina fueron consistentes a lo largo de las visitas,
aunque los niveles de FENO variaron mas que los niveles
de periostina.

Posteriormente, otros estudios han surgido en
los que no se ha llegado a demostrar tal correlacion
entre periostina y eosinofilia en via aérea, ni eosinofilia
periférica. Wagener et aF ., cuantificaron la relacién entre
eosinofilia periférica, FENO y periostina sérica con la
eosinofilia en el esputo. Incluyeron pacientes con asma
leve a grave y se tomaron muestras de esputo inducido,
eosinofilia, periostina y FENO, encontrando que el mejor
marcador para predecir la inflamacion eosinofilica en la
via aérea era la eosinofilia periférica (AUC: 0,89), seguido
del FENO (AUC: 0,78).

El grupo de Bobolea* quiso determinar la utilidad
de la periostina en esputo en pacientes con asma
grave; concluyeron que aunque existe correlacion entre
periostina y eosinofilia en esputo, esta es débil (r = 0,313,
p =0,02).

La periostina si parece tener utilidad para diferenciar
inflamacién T2 en pacientes con obstrucciéon crénica
al flujo aéreo, encontrdndose niveles mas elevados
en pacientes asmaticos no fumadores y EPOC con
eosinofilia frente a pacientes asmaticos fumadores®. En
un metaanalisis reciente en el que se incluyeron 1757
sujetos, se concluyé que la periostina sérica es util para el
diagnostico de asma con una precision moderada (AUC:
0,82,95 % Cl, 0,79 - 0,85)°.

Por ultimo, la periostina parece un buen biomarcador
inicial de respuesta al tratamiento con omalizumab. En
el estudio de Tajiri et al’ se hizo el sequimiento de 30
pacientes que iniciaban tratamiento con omalizumab
y observaron que aquellos que tenian de forma basal
niveles de periostina mas elevados (>60 ng/ml) y niveles
de eosindfilos elevados, son los que mas mejoraban una
vez iniciado el tratamiento con omalizumab.

También se ha demostrado util como marcador de
respuesta al tratamiento con lebrikizumab (IL-13),

No queda tan claro la utilidad de la periostina en
el seguimiento. En este mismo estudio de Tajiri et al’,
observaron que de forma basal los niveles de periostina
sérica y el recuento de eosindfilos era mas alto en los
pacientes sin exacerbaciones durante el primer afio
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que en los pacientes con exacerbaciones, pero una vez
iniciado el tratamiento con omalizumab los pacientes
en los que se reducia el nimero de exacerbaciones
veian disminuidos los niveles séricos de IgE y los niveles
de eosindfilos, mientras que la periostina mantenia
una asociaciéon inversa. Sin embargo, en el estudio de
Novosad et al®, los niveles de periostina disminuyeron en
los pacientes tratados con omalizumab en comparacién
con los pacientes tratados de forma convencional (p =
0,025).

El objetivo principal del estudio era determinar la
utilidad de la periostina como predictor de respuesta
al tratamiento con corticoides inhalados (medida con
pardmetros de funcion respiratoria, ACT, nimero de
exacerbaciones leve-moderada y graves). Como objetivo
secundario nos planteamos analizar la correlacion de la
periostina con los niveles de FENO y eosinofilia periférica.

Diseno del estudio: Estudio de cohortes prospectivo
con seguimiento al afo. A todos los pacientes incluidos
se les extrajo una muestra de sangre en la visita inicial y
en la visita final a los 12 meses, para la determinacion de
la periostina, los niveles de IgE y el nUmero de eosindfilos.
La determinacion de la IgE especifica sélo se realizaba en
la visita inicial si el paciente no tenia un estudio anterior
de hipersensibilidad (test cutaneos o IgE especifica).

Se determinaron las variables clinicas, funcionales
(FENO, espirometria con broncodilatacién,) analiticas
(hemograma, periostina y niveles de IgE en algunos
casos) y de control (numero de exacerbaciones leves-
moderadas y graves, nimero de ingresos, nimero de
ciclos de esteroides orales, nimero de visitas en urgencias,
uso de medicacion de rescate) en la visita basal y final al
ano. Se chequeaba el tratamiento prescrito y la técnica
inhalatoria, pudiendo consultar antes via telefénica (se
les proporcionaba contacto) si lo precisaban. Cualquier
modificacién en el tratamiento quedaba registrada en
la base de datos (aumento o disminucion de la dosis
equivalente de corticoides, introduccion o cese de
otros tratamientos para el asma) asi como el grado de
cumplimiento del tratamiento.

Poblacion: Se incluyeron los pacientes atendidos en
consultas de la Unidad de Asma del H.U. Virgen del Rocio
y del H.U. Virgen Macarena que cumplieran todos los
criterios de inclusién:

1. Mayor de 18 afos con diagndstico de asma leve a
severa.

2. Haber mantenido la misma dosis de corticoide

inhalado durante al menos 4 semanas antes de la

inclusion. Como medicacion concomitante, estaba
permitido el antagonista receptor de leucotrieno, los
corticoides orales, los anticolinérgicos, los b2 agonistas
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y anticuerpo monoclonal.
3. Aceptacién y firma del consentimiento informado y
ningun criterio de exclusién:

1. Historia tabaquica >10 pag/ano o haber
fumado en el afio previo a la inclusién.

2. Tener otras patologias pulmonares
concomitantes (bronquiectasias, sindrome de
apnea-hipopnea del suefio, fibrosis pulmonar).

3. Negacién al consentimiento informado.

Medicion de los niveles de periostina:
Extraccién de sangre venosa
De todos los participantes se recogié sangre venosa

con una aguja de calibre 21 en tubos de 9 mL con gel
de polimero Vacuette® SST™ (Greiner bio-one, North
Carolina, EE.UU). Los tubos se transportaron al laboratorio
a temperatura ambiente utilizando el sistema de
transporte de muestras de nuestro hospital.

Preparacién del suero
La sangre se centrifugd a 3.000 rmp durante 10 min a
20°CYy el suero obtenido se homogeneizé y se distribuyd
en alicuotas de 500 pL que se almacenaron a -80 °C hasta
su posterior andlisis.

Medicién de concentracion de Periostina

La cuantificacion de periostina se realizé a partir
del suero de los pacientes mediante ensayo por
inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA). Esta técnica
consiste en la deteccién de un antigeno inmovilizado
(periostina en nuestro caso) utilizando un anticuerpo
especifico que esta conjugado con una enzima la cual,
al anadirle un sustrato determinado genera una reaccién
cuyo producto es detectable, cuantificable y cuya
cantidad esdirectamente proporcional ala cantidad inicial
de antigeno inmovilizado. Para su realizacién se utilizaron
kits de ELISA comerciales especialmente disefados
para ello (RayBio® Human Periostin ELISA Kit, Peachtree
Corners, GA, EEUU) siguiendo las recomendaciones del
fabricante. 100 uL de suero o de calibrador (8 calibradores
en total) se afadieron en una placa con pocillos tapizados
con anticuerpo monoclonal especifico para periostina.
Tras 2,5 horas de incubacién a temperatura ambiente, la
placa se lavé con solucion tampdn de lavado para eliminar
el exceso de muestra. A continuacién, se afadieron
100 uL de anticuerpo biotinilado y se incubé durante 1
hora. Tras 3 lavados con tampdn se afadieron 100 pL de
solucién de estreptavidina con la enzima peroxidasa y
se incubaron las muestras 45 minutos. Posteriormente,
se anadio el sustrato de la enzima (TMB) y pasados 30
minutos la reaccién se paré afiadiendo 50 L de acido
sulfarico 0,8M. El producto de la reaccion dio coloracion
de forma proporcional a la concentracion de periostina
de la muestra. La intensidad de ese color generado se
midié en un espectofotdmetro a 405 nm (TECAN infinite
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F200 pro, Mannedorf, Suiza). A partir de los calibradores
se elaboré una curva patrén que se utilizé para el célculo
de concentracién de Periostina expresada como ng/ml.

Medicion de FENO: La determinacién de la FENO se
realizd con el equipo NIOX MINO (Aerocrine, Solna,
Sweden). Ya estd establecido en las guias de practica
clinica el punto de corte de FENO para el diagnéstico de
asma, sin embargo no se ha consensuado el punto de
corte para poder identificar pacientes con asma T2 baja
o T2 alta. Aunque no hay punto de corte concreto en las
diferentes publicaciones, todas coinciden en definir el
nivel alto de activacion inmunitaria T2 a partir de FENO=
30'%, >35" 0 = 40™ ppm, segun los diferentes autores. Para
este estudio hemos decido usar valores de FENO =35 para
clasificar T2 alto.

Otras mediciones: Se midieron igualmente los niveles
en sangre de eosinofilos, neutrofilos y los niveles séricos de
IgE total cuando procedia. En todas las visitas se realizaba
la espirometria con broncodilatacion cumpliendo los
criterios de aceptabilidad y reproducibilidad.

Andlisis estadistico: Los resultados cuantitativos se
expresan como media y desviacién estdndar, cuando
seguian una distribucién normal y los cualitativos como
valores absolutos y frecuencias.

Para la comparacién de variables cuantitativas entre
diferentes grupos clinicos se ha utilizado el test de la T
pareada de Student. Las asociaciones entre pardmetros
cualitativos y/o cuantitativos del andlisis de los niveles
de periostina, eosinéfilos, neutréfilos e IgE en sangre con
parametrosfuncionalesyvariables clinicas de seguimiento
se han establecido mediante regresion logistica. Los
estudios de correlacion entre los parametros analiticos
en el grupo de "T2 bajo" y "T2 alto" se realiz6 mediante
correlaciones bivariadas simples, calculado el coeficiente
de correlacién de Pearson (Spearman en caso de
distribucion no paramétrica de las variables), calculando
el coeficiente de determinacién. En todos los andlisis
realizados se considerara la prueba estadisticamente
significativa cuando la p <0,05.

Los datos se analizaron con el programa estadistico
SPSS para Windows v.13.

En total han sido incluidos 81 pacientes con asma
y 10 controles. De los 81 pacientes tenemos las
determinaciones analiticas en visita basal de 51 y 16 en
la visita final. Se perdio el seguimiento de un total de 30
sujetos.

En la tabla 1 se recogen las caracteristicas basales
de los pacientes incluidos. Mas de la mitad de los
pacientes tenian asma moderada o grave (38,6% y 18,2%
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respectivamente), con hipersensibilidad demostrada
(58,3%). La mayoria de los pacientes tenia buen control
clinico (55,8%). En cuanto al resto de comorbilidades, el
54,2% tenian rinitis, y no tuvimos ningun caso de poliposis
nasal. La dosis de corticoide media de beclometasona
fue 1.149,78 + 1.113,37, que son dosis altas de corticoides
inhalados. Los biomarcadores de eosinofilia en la visita
basal fueron: FENO (36,29 = 32,21) ppb, eosindfilos en
sangre (0,24 + 0,24 x 10%L) y (5,51 £ 6,19) %. El nivel medio
de periostina fue 13,98 + 7,02 (ng/mL) en sangre.

Tabla 1. Caracteristicas demogréficas, clinicas y funcionales de
la poblacion de estudio.

Caracteristicas basales en el momento de inclusién en el Sujetos (n =51)
estudio
Demograficas y clinicas
Sexo (Mujer) 72,3%
Edad (afos), (media+DE) 46,8 + 16,62
Habito tabaquico
No 63%
Exfumador 37%

IMC (media+DE) 29,16+ 6,26
Edad de inicio

<18 30%

=18 70%
Exacerbaciones afo previo (media+DE) 0,74+ 1,45
Atopia 58,3%
Rinitis 54,2%
Poliposis 0,0%
Bronquiectasias 0,0%
RGE 8,3%
SAHS 0,0%
Alteraciéon inmunitaria 5,7%
Gravedad del asma
Intermitente 6,8%
Leve 36,4%
Moderado 38,6%
Grave 18,2%
Control asma visita
Controlado 55,8%
Parcialmente controlado 25,6%
Mal controlado 18,6%
ACT
<20 0,58
20-24 0,2
25 0,22
Funcién pulmonar
FEV,. preBD %. (media=DE) 86,03 + 2149
FEV. preBD (litros), (media=DE) 245 + 1,02
FEV,/FVC, preBD, (media=DE) 71,67 = 14,56
Reversibilidad, % 13,50%
Tratamiento
Dosis media beclometasona, (media+DE) 1149,78 + 111337
Omalizumab 4,2%
Biomarcadores
FENO (ppb), (media+DE) 36,20 £32,.21
Eosindfilos en sangre (x 10°/L), (media=DE) 0.24=024
Eosindfilos (%), (media+DE) 5.51=6,19
Neutrofilos en sangre %, (media+DE) 3.86 = 1,76
Periostina (ng/mL) en sangre, (media+DE) 13,98 = 7,02

DE: Desviacién estandar; IMC: indice de masa corporal; RGE: Reflujo gastroesofagico; SAHS: Sindrome
apnea-hipopnea del suefio; ACT: Asthma control test; preBD: prebroncodilatador; FENO: Fraccion
espirada de 6xido nitrico; ppb: partes por billon.
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Periostina como marcador de control

De forma basal a mejor grado de control del asma,
encontramos niveles mas altos de periostina, pero
sin llegar a la significacién estadistica (tabla 2). No
encontramos diferencias en los niveles de periostina
basales para los pacientes bien controlados frente a los
parcial o mal controlados (14,17 £ 7,33 vs 13,95 + 7,05; p:
0,921). Tampoco hubo diferencias cuando se tomo la
puntuacion medida por ACT para establecer el control,
tomando como puntuacion =20 frente a los pacientes con
<20 puntos de ACT (14,83 + 7,17 vs 13,61 + 6,84; p: 0,546).

Tampoco encontramos que los niveles de periostina
basales, tomando como punto de corte 25 ng/ml, se
relacionaran con mayor riesgo de sufrir exacerbaciones
en el futuro.

Tabla 2. Niveles basales de periostina en funcion del grado de
control inicial.

Media Desv:ia:ic’m

estandar
Bueno 14,17 7,33
Parcial 14,85 7.84
Malo 12,71 6,09
Control sano 17,3 10,05

Periostina y marcadores de eosinofilia

No encontramos relacion entre el numero de
eosindfilos y los niveles de periostina, tampoco al
diferenciar pacientes con eosinéfilos < 300 células/pl y
eosinofilos =300 células/ul (14,05 = 7,30 vs 14,04 + 6,64;
p:0,997).

Al clasificar los pacientes en grupo "T2 bajo" (valores
FENO< 35 ppb) y "T2 alto" (FENO= 35 ppb), si encontramos
diferencias significativas en los niveles medios de
periostina (12,76 £ 6,78 vs 17,78 x 7,06; p: 0,026) (figura 1).

Figura 1. Niveles medios de periostina en pacientes con FENO
<35 ppby FENO = 35 ppb.

30,00

39 50
%15
25,00 o

20,00

12.76

Niveles de periostina en sangre (ng/ml)

o P:0.026

FENO

No encontramos correlacion entre los niveles de
periostina y la gravedad del asma (-0,72, p <0,642), ni
con las exacerbaciones (0,025, p <0,867), ni con el FEVx
(0,102, p: 0,496). En el figura 2 se resumen la sensibilidad
y especificidad de periostina 'y FENO para la eosinofilia
en sangre, siendo la curva ROC de 0493 y 0,260
respectivamente.
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Figura 2. Curva ROC de la sensibilidad y especificidad de la
periostina sérica y para la eosinofilia en sangre.
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DISCUSION

De forma basal no encontramos diferencias en los
niveles de periostina en funcion del tabaquismo, edad,
IMC u otras comorbilidades como rinitis o atopia, lo que
sugiere como se apunta en algunos estudios', que la
periostina podria ser un biomarcador estable. Tampoco
hubo diferencias en los niveles de periostina en funcién
de si la dosis utilizada de corticoide inhalado era baja o
media-alta como sefala también el estudio de Fingleton
14

En la serie analizada encontramos que la periostina
no se correlaciona bien con la eosinofilia en sangre, ni
tampoco con los niveles de FENO, como demuestran
estudios previos*”. No pudimos comparar con otros
parametros de inflamacion de via drea al no tener muestra
de lavado alveolar ni esputo inducido.

Sin embargo, si parece de utilidad para diferenciar
pacientes "T2 bajo” y "T2 alto”, al igual que postulan
otros autores> 8. En nuestro caso, y tomando como
referencia datos de publicaciones previas, anteriormente
comentadas, encontramos que el punto de corte para
FENO en 35 ppb diferenciaba bien el grupo "T2 bajo" y
"T2 alto", con niveles de periostina medios de 12,76 y
17,78 ng/ml respectivamente.

Tampoco parece ser la periostina un marcador
pronéstico de control. No hemos encontrado relacién
entre niveles de periostina basales y grado de control en el
momento basal, ni medido por grado de control clinico ni
por ACT, aunque los niveles mas elevados corresponden
a los controles sanos (17,30 + 10,05). Esto nos lleva a
una probable limitaciéon y es que los Kits comerciales
empleados para la determinacién de periostina son
diferentes en cada estudio y por ellos los puntos de corte
varian. Asi los niveles de periostina en controles sanos
varian desde 20 a 50 ng/ml, en funcién del kit usado's".

Otra de las limitaciones del estudio ha sido la pérdida
de seguimiento de pacientes, que ha hecho que el estudio
pierda potencia estadistica.
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CONCLUSION

La periostina no parece ser un buen biomarcador
de eosinofilia, sin embargo puede que si nos ayude a
identificar un fenotipo "T2 alto" que sea de utilidad para
guiarnos en el manejo y tratamiento de los pacientes
con asma. No hemos podido demostrar su utilidad como
predictor de control medido en grado de control clinico,
ACT y exacerbaciones.
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