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I. INTRODUCCION

I.1. Definicidén y prevalencia del asma en nifios

El asma, segun la definicion de la Guia Espafiola para el Manejo del Asma
(GEMA) de 2009, es un sindrome que incluye diversos fenotipos que
comparten manifestaciones clinicas similares pero de etiologias probablemente
diferentes (1).

Es una enfermedad inflamatoria cronica de las vias respiratorias, condicionada
por factores genéticos y ambientales, que cursa con hiperrespuesta bronquial y
con una obstruccién variable al flujo aéreo.

La prevalencia del asma en adultos varia en las diferentes zonas geograficas y
oscila entre el 2% de Tartu (Estonia) y el 11,9% de Melbourne (Australia). En
nifos, la prevalencia de sibilancias en los ultimos 12 meses varia entre el 4,1%
de Mumbai (India) y el 32% de Dublin (Irlanda) o Costa Rica (1;2). En Espafia,
durante los nueve afios transcurridos entre 1993 y 2002, la prevalencia de
sintomas de asma en nifios entre 13 y 14 afios se ha mantenido constante en
torno al 9%. Sin embargo, en los nifios de 6 a 7 afios existi6 un aumento
significativo, del 6,2 al 9,4% (3) (tabla 1). El cambio anual en la prevalencia de
asma entre las fases | y Il del estudio ISAAC (International Study of Asthma an

Allergies in Childhood) fue de + 0,44 para nifios y adolescentes (4).
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Tabla 1. Prevalencia de sintomas de asma en nifios espafioles(3).

Ninos 6-7 anos Ninos 13-14 anos

ARos 1993 2002 1993 2002
Prevalencia Sibilancias 20,9% 29,5% 18,0% 17,8%
en algun Diagnéstico 6,3% 10,9% 10,4% 12,8%
momento de de asma
la vida
Prevalencia Sibilancias 6,2% 9,4% 9,3% 9.2%
en el ultimo
ano

En cuanto a la prevalencia de atopia entre los nifios asmaticos, Garcia-Marcos
y cols. encuentran un 62,4% en una poblacién de niflos asmaticos espanoles
(5), una cifra similar al 58% que observaron Pearce y cols. (6) y al 62,5% de
Castro-Rodriguez y cols. (7).

Las tasas mas altas de prevalencia de asma y sibilancias se dan tanto en
paises desarrollados como en paises en vias de desarrollo (8), por lo que
parece que hubieran dejado de existir las diferencias descritas por von Mutius y
cols. (9) y Flynn (10), que dieron pie a la “teoria de la higiene”, entre alta
prevalencia de asma en los “paises ricos” y menor prevalencia de asma,
aunque mayor de infecciones respiratorias, bronquitis y/o tos crénica en “paises
pobres”. La hipotesis que Castro-Rodriguez y cols. lanzan para explicar estos
datos es que posiblemente, en los paises desarrollados exista una tasa mas
alta de nifios con asma atopica y que en los paises en vias de desarrollo la

relacion se vea invertida a favor del asma no atépica (2).

I.2. Etiopatogenia del asma

El asma es una enfermedad poligénica cuyas manifestaciones fenotipicas
dependen de la susceptibilidad del individuo a unas condiciones
medioambientales determinadas. En el estudio genético del asma se han
encontrado regiones genéticas candidatas en los cromosomas 5 (5q34), 6, 11
(11913), 12 (12q) y 20 (20p) (11) (tabla 2), llegandose a relacionar casi 120

genes distintos con su desarrollo o con la alergia (12).
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En la etiopatogenia del asma intervienen diferentes agentes y mecanismos que
seran analizados en detalle en los siguientes apartados.

El 6rgano diana de la enfermedad asmatica es el pulmén y mas concretamente
los bronquios, en los que tienen lugar los cambios que generan los sintomas de

los pacientes asmaticos: tos, sibilantes y disnea.

Tabla 2. Principales regiones genéticas candidatas en el asma (11).

Zona Gen candidato Funcién

5q34 IL-4, IL-5 Interleuquinas proinflamatorias
IL-9, IL-13
GM-CSF Factor estimulante de colonias

de granulocitos y macrofagos

Receptor 2 Broncodilataciéon
6p HLA Presentacion de antigenos
6p21.3 TNF-ay B Factor de necrosis tumoral
7q TCR-a Receptor del linfocito T
11913 FceR1pB Receptor IgE alta afinidad
12914 IFN-y Interferon gamma
12924 NOS1 Sintetasa 1 del NO
14q11.2 TCR-a Receptor del linfocito T
20p ADAMS33 Metaloproteinasa

I.3. Fisiopatologia del asma

Conceptualmente, en la fisiopatologia del asma intervienen tres mecanismos
que actuan sobre la via aérea: la obstruccidon reversible, la inflamacion y el

remodelado, que condicionan la hiperrespuesta bronquial.
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1.3.1. Obstruccion reversible de la via aérea

Desde las primeras descripciones del asma se resaltd la obstruccién reversible
de la via aérea como el mecanismo fisiopatolégico principal responsable de la
sintomatologia en el asma. En respuesta a un estimulo determinado y mediante
la liberacion de mediadores inflamatorios, la fibra muscular lisa de los
bronquios se contrae, disminuyendo el didmetro de la luz bronquial. Esta
obstruccién, causante de la sensacién de ahogo en el paciente y de los
sibilantes por la generacién de un flujo de aire turbulento, suele ser reversible
en el asma, siempre que ceda el estimulo que la inicid y que se trate la crisis
con medicacion broncodilatadora y/o antiinflamatoria.

En algunos casos de asma grave, la obstruccion puede ser fija (no reversible)

debido a una inflamacion crénica y al remodelado bronquial.

1.3.2. Inflamacion

Desde la década de los afios 80 del siglo XX, el concepto de inflamacién cobro
relevancia en la definicion y comprension de la fisiopatologia del asma (13). A
partir de estudios y ensayos clinicos en los que se realizaban biopsias
bronquiales en pacientes asmaticos (14) se objetivo la existencia de células
inflamatorias en la mucosa bronquial. Los hallazgos revolucionaron tanto el
concepto como el manejo y tratamiento de los pacientes asmaticos, en el que
los corticoides inhalados cobraron un papel terapéutico fundamental. En la
poblacion infantil se ha demostrado también la existencia de la inflamacion
bronquial en los nifios asmaticos mediante biopsias bronquiales, lavados
broncoalveolares y otras técnicas.

La inflamacion bronquial en el asma es responsable de la obstruccion, tanto de
forma directa (por engrosamiento de la mucosa bronquial) como por interaccion
con las células de la musculatura lisa de los bronquios.

A nivel celular, las células efectoras que estan implicadas de forma directa en
la fisiopatologia del asma, son los eosindfilos y los mastocitos.

En los ultimos afos se ha profundizado en el estudio de la inflamacién en el
asma, descubriendo que es mucho mas compleja que una simple inflamacién

eosinofilica (15). Asi, en la inflamacion asmatica se ven implicadas todas las
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células de las vias aéreas: células T, eosindfilos, mastocitos, macrofagos,
células epiteliales, fibroblastos y células de la musculatura lisa bronquial.
Después de un estimulo directo (neumoalergeno en el asma atdpica,
metacolina en las pruebas de broncoprovocacién inespecificas) o indirecto
(ejercicio fisico, adenosina), las células presentes en el epitelio bronquial,
liberan una serie de moléculas (leucotrienos, citoquinas y quemoquinas) que
seran las responsables de la respuesta broncoconstrictora e inflamatoria.

Las citoquinas interleuquinas (IL) 4 y 5, secretadas por células Th2 efectoras,
son responsables respectivamente, de la activacion de la sintesis de IgE por
parte de las células B y de la maduracion y reclutamiento de eosindfilos hacia
la via respiratoria.

Por otra parte, la IL-13, otra citoquina secretada por células Th2, juega un
papel importante en la hiperrespuesta bronquial (16;17).

Otras citoquinas de la via Th2 son la IL-10, la IL-9 y la IL-12p70.

También pueden estar implicadas las células T CD4" con perfil de activacion
tipo Th1 que producen interferon-gamma (IFN-y), IL-2, IL-8, IL-1 B y factor de

necrosis tumoral beta (TNF-B), cuya funcion se describe mas adelante.

1.3.3. Remodelado bronquial

En el estudio del asma y en la comprension de su fisiopatologia, las técnicas
invasoras: biopsias bronquiales y lavado broncoalveolar mediante
fibrobroncoscopio, han sido determinantes (14;18-20).

El examen de la ultraestructura de los bronquios en adultos y nifios asmaticos
ha permitido conocer mejor los mecanismos responsables de la inflamacion, la
hiperrespuesta y el remodelado bronquial en el asma (21). Algunos autores han
observado que el numero de eosindfilos activados en la mucosa bronquial —
considerados marcadores de inflamacion- se correlaciona con la
hiperrespuesta bronquial, lo que demostraria que existe una relacion directa
entre la inflamacion de la mucosa bronquial (caracterizada por la activacién de
eosindfilos) y la disminucién del diametro de la via aérea (22). Sin embargo,
otros autores no solo no encuentran esta relacion, sino que consideran que

puede existir inflamacién en la via aérea sin que se observen sintomas de
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asma o hiperrespuesta bronquial, (23) o incluso que en ausencia de
inflamacion, los pacientes pueden presentar hiperrespuesta bronquial (14).

En los ultimos afos se han publicado estudios en lactantes y nifios asmaticos,
en los que, a través de biopsias bronquiales, se demuestra que, ya en fases
iniciales de la enfermedad, se observa el engrosamiento de la capa reticular
por debajo de la membrana basal verdadera (lamina reticular) y la presencia de
eosinofilos en la mucosa bronquial —hechos que facilitan el despegamiento del
epitelio bronquial-, asi como la hiperplasia de las células caliciformes (24).
Otros cambios descritos, que forman parte del remodelado bronquial, son la
hipertrofia de la musculatura lisa bronquial, la hiperplasia de fibroblastos y
miofibroblastos (25-27) y la angiogénesis (28).

La inflamacion en el asma, determinada por marcadores inflamatorios como
eosinofilos en mucosa bronquial (29;30), eosindfilos en esputo inducido y/o
aumento de FENO (fraccién exhalada de oxido nitrico), es reversible con
tratamiento, mientras que el remodelado bronquial persiste y determina la
hiperrespuesta remanente cuando ha desaparecido la inflamacion (31).
Hoshino y colaboradores (32) demostraron la correlacion entre el grosor de la
lamina reticularis subepitelial y el numero de fibroblastos en la submucosa de
pacientes asmaticos. Encontraron también en los pacientes asmaticos una
correlacion positiva entre el grosor de la capa subepitelial y la puntuacion total
resultante de la suma de 8 sintomas (puntuados de 0 a 3) durante los 6 dias
previos (“attack score”), asi como una correlacion inversa entre el grosor del
colageno subepitelial y la dosis minima de metacolina como indicador de
hiperrespuesta bronquial (a mayor grosor, menor dosis minima de metacolina o
mayor hipersensibilidad de la via aérea).

Ward y colaboradores (33) determinaron en un grupo de 35 asmaticos la
funcién pulmonar, la inflamacion de la via aérea (presencia de eosindfilos,
mastocitos y células epiteliales en lavado broncoalveolar), el remodelado
bronquial (grosor de la membrana basal subepitelial reticular determinada a
partir de biopsias bronquiales) y la hiperrespuesta bronquial (definida por la
dosis de metacolina que produce un descenso del 20% sobre el FEV4: PDyo)
antes, a los 3 meses y a los 12 meses de iniciar tratamiento con fluticasona
inhalada. Concluyeron que la fisiologia, la inflamacién de la via aérea y el

remodelado en el asma, estan interrelacionados y mejoran con corticoides
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inhalados. Se necesité mas tiempo (12 meses) para disminuir el grosor de la
membrana basal y la PDyy. Los autores sugieren que determinar la dosis
necesaria de corticoides para tratar un paciente asmatico basandose en
criterios de sintomas, de funcion pulmonar e incluso de inflamacion, puede

llegar a ser simplista.

I.4. Fenotipos de asma

1.4.1. Antecedentes y definiciones

En la década de 1960 se establecié que el asma era una enfermedad bronquial
inflamatoria, considerandose que existia un sustrato inflamatorio comun en
todos los pacientes (34). Sin embargo, los estudios clinicos, epidemioldgicos y
patolégicos han puesto de manifiesto que el asma es una enfermedad
heterogénea, y que no es posible considerar a todos los pacientes como
afectos de una misma enfermedad. En este sentido algunos autores prefieren
hablar del sindrome asmatico (35) e incluso otros abogan por considerar el
asma como un sintoma relacionado con enfermedades diversas aun no bien
definidas (34).

En los nifios, los estudios de la cohorte de Tucson determinaron la existencia
de diferentes fenotipos, de forma que no todos iban a desarrollar un “asma
clasica” (asma atopica o IgE dependiente) (36). Esto ha traido consigo que en
la literatura anglosajona el término asma en los nifios pequefios se haya
sustituido ampliamente por el término “pre-school wheeze”, que podriamos

traducir por bronquitis sibilantes en los preescolares (34).

La palabra fenotipo se define como la “realizacion visible del genotipo en un
determinado ambiente” (37). Desde este punto de vista se puede definir el
asma como una enfermedad crénica influenciada por la interaccion de una
serie de genes relacionados con el asma, con numerosos factores ambientales.
El consenso actual, tanto en nifios como en adultos, es que el asma no es una
enfermedad uUnica y que se pueden distinguir diferentes fenotipos vy

subfenotipos (35;36;38-41). A pesar de que existen diferencias entre los
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fenotipos de nifios y adultos, existen cada vez mas evidencias de que el asma
del adulto tiene su origen en la infancia (42). Estos fenotipos se suelen agrupar
bajo el término comun de asma porque reunen los criterios clinicos simples
para el diagnéstico de la enfermedad. Tradicionalmente realizamos el
diagndstico de asma basados en la presencia de los sintomas tipicos de la
enfermedad (sibilantes, disnea, opresién toracica) acompanados de
obstruccién reversible de las vias aéreas. El “Tercer Consenso Internacional
Pediatrico” define el asma como “una enfermedad crénica de las vias aéreas
en la que se producen episodios recurrentes de sibilantes y/o tos persistente en
una situacién donde el asma es muy probable y en la que se ha descartado
otras causas menos frecuentes” (43).

En los nifios pequenos, sobre todo en los lactantes en los que no es facil
realizar pruebas de funcién pulmonar, el diagnéstico es puramente clinico. Una
buena definicion operativa para los nifios de menos de 5 afos de edad es el
haber presentado tres o0 mas episodios de sibilancias de al menos 1 dia de
duracion, con aceptable respuesta a tratamiento broncodilatador (44). En los
nifos mayores es necesario ademas demostrar en algun momento de su
evolucion la presencia de una obstruccidn bronquial reversible, siendo

improbable el diagndstico de asma en su ausencia.

La primera clasificacién del asma en fenotipos se realiz6é a principios del siglo
XX con la divisidon entre asma intrinseco y asma extrinseco (45), concepto que
aun es ampliamente utilizado. Aunque los clinicos reconocemos diferentes
fenotipos de asma, aun no se han identificado marcadores biolégicos que nos
permitan identificar los diferentes fenotipos (39), por lo que es bastante
complicado distinguirlos desde el punto de vista clinico. Por otro lado, existen
algunas evidencias de que la identificacién del fenotipo del paciente con asma
puede ayudar en su tratamiento y existen propuestas para orientar el
tratamiento del asma en relacién al fenotipo (46;47) aunque nuestras
herramientas para distinguir unos fenotipos de otros son muy limitadas
actualmente (48-50) y necesitamos mejores instrumentos para diferenciarlos.

La clasificacion del asma en diferentes fenotipos se puede abordar desde

diversos puntos de vista: criterios clinicos o fisiolégicos, criterios relacionados
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con los factores desencadenantes, y criterios relacionados con los hallazgos

patoldgicos (39)(tabla 3).

Tabla 3. Clasificacion de los fenotipos asmaticos (39)

Fenotipos clinicos o fisiolégicos
Definidos por la gravedad

Con predominio de exacerbaciones
Definido por limitacion cronica al flujo aéreo
Resistente al tratamiento

Definidos por la edad de inicio

Fenotipos relacionados con los siguientes desencadenantes
Alergenos ambientales

Ejercicio

Aspirina y otros farmacos anti-inflamatorios no esteroideos
Irritantes o alergenos ocupacionales

Menstruaciones

Fenotipos inflamatorios
Eosinofilico

Neutrofilico
Pauci-granulocitico

Como es logico, existe una amplia superposicidon entre las diferentes categorias
y ademas es probable que un fenotipo especifico no sea permanente sino que
pueda variar con el tiempo. Por ejemplo, un nifio prematuro de padres atopicos
que padece una bronquiolitis por virus respiratorio sincitial tiene al menos 3
causas posibles para presentar un “sindrome asmatico” (35).

En los siguientes apartados nos centraremos en los fenotipos clinicos basados

en los estudios epidemioldgicos y en los fenotipos inflamatorios.

1.4.2. Enfoque epidemiolégico de los fenotipos asmaticos en los nifios

A partir de los datos del seguimiento de la cohorte de Tucson se han definido

tres tipos de sindromes que cursan con bronquitis sibilantes (36;51-54).

1.- Bronquitis sibilantes precoces transitorias asociadas a infecciones
viricas, y limitadas a los 3 a 5 primeros afos de vida. Su factor de riesgo

principal es la existencia de unas vias aéreas pequefas (niveles disminuidos
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de funcién pulmonar antes de presentar infecciones respiratorias). Son también
factores de riesgo para este grupo: tabaquismo materno durante el embarazo y
tabaquismo pasivo tras el nacimiento, hijos de madres jovenes, asistencia a
guarderia, el tener mas de un hermano y lactancia artificial. Como grupo no
tienen antecedentes familiares de atopia ni presentan marcadores personales
de atopia (36;52).

En este grupo estarian mas del 80% de los lactantes que presentan bronquitis
sibilantes el primer afio de vida, 60% de los que las presentan el segundo afio y
un 30-40% de los nifios de 3 afios con bronquitis sibilantes (52).

Estos nifios no tienen hiperrespuesta a la metacolina a los 11 afos de edad,
pero mantienen hasta la adolescencia una funcion pulmonar disminuida frente
a los controles, aunque no tienen mas frecuencia de bronquitis sibilantes que
los controles a esta edad (53). Es posible que este grupo de nifios tengan un
mayor riesgo en la vida adulta de desarrollar una enfermedad pulmonar
obstructiva cronica, particularmente si fuman, debido a sus vias aéreas mas

pequefias (52).

2.- Bronquitis sibilantes de base no atdpica, asociadas también con infecciones
viricas, que pueden persistir hasta los 11-13 afos (asma no atdpica
persistente de inicio precoz). En este grupo de nifios, los primeros episodios
de bronquitis sibilantes se suelen presentar durante el primer afio de vida, a
diferencia de en los “persistentes atopicos”, en que es mas frecuente que se
inicien en el segundo o tercer afio de vida (36;52).

Este grupo de nifios tiene una funcién respiratoria normal al nacer que en su
evolucion posterior disminuye y se mantiene a los 11 anos y a los 16 inferior al
grupo control (53).

Es conocido que los nifios que presentan una bronquiolitis por virus respiratorio
sincitial en los primeros 3 afos de vida tienen un riesgo aumentado de
presentar bronquitis sibilantes recurrentes en los afios posteriores que se
reduce con la edad (55). Parece que estos nifios presentarian una obstruccién
de la via aérea desencadenada por infecciones viricas en relacion con una

alteracion del tono del musculo liso bronquial (hiperrespuesta bronquial).
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La alteracion del tono muscular de la via aérea podria ser congénita debida a
factores genéticos (aumento de labilidad de la via aérea genéticamente
determinado y presente antes de que presentaran la primera bronquiolitis), o
adquirida tras presentar una infecciéon por virus respiratorio sincitial, por la
lesion que éste pueda originar a nivel de la pared bronquial. También es
posible que pueda existir una combinacion de los dos factores. Estudios
realizados en ratas (56) sugieren que la infeccibn por VRS produce un
incremento de la reactividad a la sustancia P -mediador broncoconstrictor del
sistema no-adrenérgico no-colinérgico (NANC)- que se traduce por mas
extravasacion, mas vasodilatacion y mayor adhesion de leucocitos al endotelio

que se matienen incluso pasada la infeccién por VRS (57).

Este fenotipo no se asocia con atopia, y en los paises desarrollados representa
una forma mas leve y menos persistente de bronquitis sibilantes (36).

De los nifios que iniciaron sus episodios de bronquitis en los 3 primeros afios
de edad y a los 6 afios los continuan presentando, un 40% corresponderian a

asma no atopica persistente y un 60% a asma atopica (54).

3.- Bronquitis sibilantes asociadas a sensibilizacion alérgica, que
corresponderian al fenotipo clasico de asma (asma atépica). Su base parece
estar en una alteracion del sistema inmune y se asocian a sensibilizacién
alérgica. Hay que tener en cuenta que solo una minoria de los nifios que
posteriormente se clasificaran como asma atdpica tienen en la edad de
lactantes pruebas cutadneas (prick test) o IgE especifica positiva contra
aeroalergenos locales, a los que se sensibilizaran mas tarde. De esta manera
se da la paradoja de que en el momento de sus primeros episodios de
bronquitis muchos de estos nifos no son atopicos, y estas pruebas seran

positivas s6lo meses o afios después de sus primeros episodios.

Los nifios con asma atdpica nacen con una funcion pulmonar normal y con el
paso de los afos y la aparicion del asma muestran una hiperrespuesta

bronquial.

Dentro de este grupo podemos encontrar 2 subgrupos: asma atdpica precoz

(inicio los 3 primeros afios de vida) y asma atdpica de inicio tardio (después de
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los 3 afios de edad). Ambos presentan una frecuencia similar de sensibilizacién
a los aeroalergenos a los 6 afios de edad. En cambio existen diferencias
importantes desde el punto de vista funcional: los nifios del grupo que inicio la
clinica durante los 3 primeros anos de vida presentan ya una funcién pulmonar
disminuida a los 3 afios de edad y mantienen niveles disminuidos de funcién
pulmonar a los 6, 11 y 16 afios de edad, mientras que los del grupo de inicio
tardio no muestran una disminucion de la funcién pulmonar a los 11 y 16 afios
en relacion con el grupo control (53). Parece pues que el inicio precoz del

asma atopica iria asociado a una mayor gravedad del asma.

Aunque menos frecuente, existiria también la posibilidad de presentacion de un
fenotipo de asma no atdpica de inicio tardio en los nifios, aunque la mayoria de
nifios en nuestro medio que desarrollan asma de forma tardia corresponden al

grupo de asma atoépica (58).

Recientemente, Castro-Rodriguez y cols. (2), basandose en las observaciones
de la cohorte de Tucson (59) y de un estudio de Varraso y cols. (60), han
propuesto un cuarto fenotipo de asma en los nifios: el de las nifias no atépicas
con sobrepeso u obesidad y menarquia temprana. En estas nifias, la
interaccién entre un indice de masa corporal elevado y una menarquia
temprana produciria una alteracion en la produccion de hormonas v,

secundariamente, una alteracion del desarrollo pulmonar y del tono bronquial

(2).

1.4.3. Evolucién a largo plazo y prediccion de fenotipos

A pesar del evidente interés de esta clasificacion epidemiolégica de los
fenotipos, especialmente desde el punto de vista prondstico, la separacion
clinica de los subgrupos no esta muy clara, y con frecuencia resulta imposible

distinguir en un nifio dado a qué subgrupo pertenece.

Si pudiéramos predecir qué lactante con sibilantes en los primeros anos de vida
tiene riesgo de tener asma persistente en el futuro, tendriamos la posibilidad de
mejorar el tratamiento de estos nifios, y asi reducir la morbimortalidad del asma

a largo plazo.
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Aunque como hemos visto existen diferencias evolutivas en los distintos
fenotipos en cuanto a la presencia o ausencia de hiperrespuesta bronquial a los
11 anos de edad, la determinacion de la hiperrespuesta bronquial en la época
de lactante o preescolar no tiene un valor predictivo. En nuestro grupo hemos
estudiado la presencia de hiperrespuesta bronquial en nifios menores de 4
afos de edad con bronquitis sibilantes de repeticion, observando que tienen un
aumento de la respuesta a la metacolina en relacién al grupo control de nifios
sanos, aunque hay un tercio de los nifios que no presentan esta hiperrespuesta
(61). En el seguimiento prospectivo de los nifios hemos comprobado que la
hiperrespuesta estaba presente por igual en el grupo de nifios con bronquitis
sibilantes transitorias y en el grupo de nifios con bronquitis sibilantes

persistentes (62).

En la cohorte de Tucson, se elabor6 un indice para predecir el asma o indice
de Castro-Rodriguez, que combina criterios clinicos y de laboratorio, aplicable
a los niflos de 3 afos de edad (48;50) (tabla 4).

Tabla 4. Algoritmo para definir en los primeros 3 afios de vida el riesgo de
asma (48)

Criterios mayores:
Antecedentes paternos de asma
Dermatitis atopica en los primeros 3 afnos de vida
Criterios menores:
Rinorrea no explicable por catarros (Rinitis alérgica)
Sibilancias no asociadas a catarros de vias altas

Eosinofilia (= 4%)

El indice es positivo si un nifio tiene mas de 3 episodios de bronquitis sibilantes
al afo durante sus 3 primeros afos (indice estricto), y 1 criterio mayor o 2 de

los 3 criterios menores.

El valor predictivo positivo es del 77% (probabilidad de que los nifios con indice
(+) tengan asma atopica en la edad escolar). Por tanto no detecta un 23% de

los sibilantes persistentes.
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El valor predictivo negativo es del 68% (probabilidad de que en los lactantes
con indice (-) desaparezcan las bronquitis sibilantes en la edad escolar) Por
tanto, no detecta a un 30% de los sibilantes transitorios.

Se ha desarrollado un indice modificado a partir del indice de Castro, que seria
aplicable a los 2 afios de edad y que se ha utilizado en algunos ensayos

clinicos para seleccionar nifios con alto riesgo de asma atdpica (49) (tabla 5).

Tabla 5. indice Predictivo de Asma Modificado (49). Aplicable a los 2 afios de
edad

Criterios mayores:

Historia de asma en alguno de los padres
Dermatitis atopica diagnosticada por un médico

Sensibilizacion alérgica al menos a un aeroalergeno

Criterios menores:
Sibilancias no relacionadas con resfriados
Eosindfilos en sangre = 4%

Sensibilizacion alérgica a proteinas de leche, huevo o frutos secos

Actualmente podemos asumir que, si el nifio con bronquitis sibilantes tiene
menos de 2 anos de edad, tiene un 60-70% de posibilidades de que estos
cuadros se autolimiten con la edad durante los afos siguientes, no
desarrollando nunca asma.

Si tiene entre 2 y 6 anos, entonces hay mas probabilidades de que los
sibilantes sean inducidos por virus y el nifio probablemente deje de tener
bronquitis durante la infancia o la adolescencia.

Si el nifio es mayor de 6 anos, hay una alta probabilidad de que el problema
sea realmente un asma atopica verdadera, aunque estudios que llegan a la
vida adulta sugieren que al menos en la mitad de estos individuos posiblemente

desaparecera su asma.
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1.4.4. Fenotipos de asma e inflamacién bronquial

Como se ha comentado anteriormente, desde el punto de vista fisiopatoldgico,
los 2 aspectos subyacentes en el asma son las alteraciones funcionales
respiratorias (hiperrespuesta bronquial y obstruccion bronquial reversible) y la
inflamaciéon bronquial. Hasta hace poco se pensaba que estaban
estrechamente relacionados, originando la inflamacién cambios estructurales
en las vias aéreas, que determinarian las alteraciones funcionales. Sin
embargo, como hemos comentado, parece que la relacion no es tan directa
entre ambas, sino que podrian tener un papel independiente en el asma,
contribuyendo de forma diferente a sus manifestaciones clinicas. La
hiperrespuesta bronquial estaria mas relacionada con los sintomas diarios (tos,

sibilancias), y la inflamacion con las exacerbaciones (63).

Los primeros estudios patologicos, tanto en estudios postmorten, como en
biopsias, pusieron de relieve el papel central de los eosindfilos en la
inflamacion asmatica, demostrando un infiltrado por eosindfilos en la mucosa
bronquial, que se comprobé mejoraba con el tratamiento con corticoides
inhalados (64).

Sin embargo, estos estudios iniciales fueron relativamente pequefios y no
totalmente representativos de la poblacion asmatica general. El estudio del
esputo inducido ha permitido ampliar el estudio de la inflamacién asmatica a
pacientes con asma leve y moderado. En adultos con asma sintomatica, un 70-
80% de los que no toman corticoides inhalados y un 50% de los que estan
tratados tienen aumento de eosindfilos en el esputo (63). Por tanto, existe una
proporcion de pacientes que tienen un tipo de inflamacién diferente a la
eosinofilica, que constituirian el fenotipo de asma no eosinofilico (recuento de
eosinofilos en esputo menor al 1,9% en 2 o mas ocasiones en pacientes
sintomaticos). Dentro de ellos se podrian distinguir 2 subgrupos: inflamacién
neutrofilica (recuento de neutréfilos en esputo > 61%) y paucigranulocitica
(recuento de neutréfilos normal, < 61%). Existiria un cuarto grupo con aumento
tanto de eosindéfilos como de neutrofilos (inflamacion granulocitica mixta) (63).
La diferenciacion entre estos fenotipos tiene importancia clinica ya que el asma
eosinofilico en general presenta una buena respuesta a corticoides inhalados,

mientras que en el asma no eosinofilico la respuesta seria peor.
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En los nifios podemos aplicar estos conceptos de forma similar y, aunque en
los nifios en edad escolar con asma atépica podria predominar la inflamacion
eosinofilica (65), algunos estudios sugieren que las formas de asma no
eosinofilico podrian representar hasta el 50% del asma pediatrico
independientemente de la edad (66). En los estudios preliminares en nuestro
grupo con esputo inducido en nifios en edad escolar con asma, la inflamacién
eosinofilica predomina en los nifios con asma atoépica, y la neutrofilica en los no
atopicos (67). Por ultimo, también se han descrito casos de asma en ausencia
de inflamacién (68). Por tanto, la asuncion de que todas las asmas en los nifios
se deben a una inflamacién eosinofilica o incluso de que son todas de origen

inflamatorio, puede ser un error.

En los preescolares y lactantes se dispone también de algunos datos
procedentes de estudios realizados en nifios en los que se ha practicado una
intervencién quirdrgica o broncoscopia por otro motivo, y de estudios en nifios
con asma de control dificil.

Krawiec y cols. estudiaron 20 nifios con sibilantes persistentes (edad 4,5 — 48
meses) encontrando que tenian una inflamacion significativa comparados con
controles normales, reflejada en un aumento del numero global de células en el
lavado broncoalveolar, pero sin diferencias en los tipos celulares individuales
(porcentaje respecto a las células totales) (69). En los estudios de Marguet y
cols. (70) y en el de Le Bourgeois y cols. (71) en nifios preescolares con
bronquitis recurrentes, también se observé la presencia de inflamacién en el
lavado broncoalveolar con aumento del numero total de células con predominio
de inflamacion de tipo neutrofilico, no existiendo aumento de eosindfilos.
Stevenson y cols. (72) encontraron un aumento de eosindfilos en el lavado
broncoalveolar en nifios con asma atopica, tanto en los mayores de 5 afos
como en los menores de 5 afios, mientras que no encontraron eosinofilia en los
nifios con sibilantes asociados con infecciones viricas, ni en los nifios atépicos

no asmaticos.

En un estudio con nifios entre 3 meses y 5 afos de edad con bronquitis
sibilantes recurrentes de control dificil, Saglani y cols. (73) encontraron

eosinofilia en la biopsia en un 44% de los nifios (33% de los menores de 18

25



meses, 40% de los nifios entre 18 y 36 meses y 64% de los nifios mayores de

36 meses).

En conclusion, los nifios pequefios con sibilantes persistentes presentan
inflamacion de las vias aéreas con un patrén de inflamacion diferente al de los
adultos y los niflos mayores con asma, con mayor predominio del fenotipo

neutrofilico.

I.5. Mecanismos inmunolégicos y celulares implicados en la inflamacion

en el asma

En las tablas 6 y 7 se resume el papel de las principales células inflamatorias y
elementos estructurales de la via aérea implicados en el asma, que se detalla a

continuacion.

Tabla 6. Células inflamatorias implicadas en el asma

Mastocitos: estan aumentados, tanto en el epitelio como infilirando el musculo liso
de la pared, lo que se relaciona con el desarrollo de hiperrespuesta bronquial(74).
Su activacion da lugar a liberacion de mediadores con efecto broncoconstrictor y
proinflamatorio. Producen citoquinas que mantienen y promueven la inflamacion.

Eosindfilos: estan elevados en la via aérea de la mayoria de los asmaticos y su
numero se relaciona con la gravedad. Estan activados y su apoptosis inhibida.
Contienen enzimas inflamatorias responsables del dafo epitelial y generan
mediadores que amplifican la respuesta inflamatoria(75).

Neutroéfilos: estan elevados en la via aérea de algunos pacientes con asma grave,
durante exacerbaciones, en caso de tabaquismo y en casos de asma relacionada
con el trabajo(76).

Linfocitos T (LT): estan elevados en la via aérea, con un desequilibrio en la
relacion LTh1/Th2, con predominio del ambiente Th2(77). Los LT reguladores estan
disminuidos y los LT NK elevados.

Células dendriticas: son presentadoras de antigeno que interactian con células
reguladoras de los ganglios linfaticos y estimulan la produccién de linfocitos Th2.

Macrofagos: pueden ser activados por alergenos a través de receptores de baja
afinidad para la IgE y liberar sus mediadores que amplifican la respuesta
inflamatoria(78).
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Tabla 7. Células y elementos estructurales de la via aérea implicados en el
asma

Epitelio bronquial: esta dafado, con pérdida de las células ciliadas y de células
secretoras. El epitelio libera mediadores que fomentan la inflamacion. Agentes
contaminantes e infeccién por virus respiratorios pueden estimular su produccion y
dafar el epitelio. El proceso de reparacién que sigue al dafo epitelial suele ser
anormal, aumentando las lesiones obstructivas que ocurren en el asma(79).

Musculatura lisa bronquial: contribuye a la obstruccion por su hipertrofia,
contraccion y produccion de mediadores proinflamatorios similares a los de las
células epiteliales.

Células endoteliales: en la circulacién bronquial participan en el reclutamiento de
células inflamatorias desde los vasos a la via aérea mediante la expresion de
moléculas de adhesion.

Fibroblastos y miofibroblastos: estimulados por mediadores inflamatorios y
factores de crecimiento, estan implicados en la remodelacion de la via aérea.

Nervios colinérgicos de la via aérea: se pueden activar, causar
broncoconstriccién y secrecion de moco. Los nervios sensoriales pueden causar
sintomas como la tos y la opresion toracica y pueden liberar neuropéptidos
inflamatorios(80).

1.5.1. Mastocitos

En los ultimos afios, diversos estudios han confirmado que los mastocitos
desarrollan un importante papel en la fisiopatologia del asma (81). Los
mastocitos - que expresan en su superficie receptores de alta afinidad para la
fraccidén constante de la IgE circulante - serian responsables de la inflamacion
en el asma a través de la liberacion de histamina y citoquinas Th2 (IL-4 e IL-5)
(82-84), provocando broncoconstriccion, edema y secrecién de moco bronquial.
Otros estudios han implicado a los mastocitos en el remodelado bronquial que
se produce en el asma, ya sea por estimulo de la proliferacion y migracion de
fibroblastos (85) o por la liberacion de componentes de la membrana basal
(86). Hallazgos recientes indican que los mastocitos infiltran el musculo liso de
las vias respiratorias (74). La interaccion entre mastocitos y células de la
musculatura lisa bronquial a través de proteasas, citoquinas y quemoquinas,
induce la contraccién y la proliferacion de las células de la musculatura lisa

bronquial, lo que favorece la hiperrespuesta y el remodelado bronquial (87;88).
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1.5.2. Eosinoéfilos

Los eosindfilos se encuentran en la lamina propia de los bronquios de los
pacientes asmaticos alérgicos y no alérgicos, existiendo una correlacion entre
el grado de eosinofilia y de gravedad del asma (89). Después de un estimulo
alergénico, los eosindfilos liberan eicosanoides, citoquinas Th2 y factores de
crecimiento (90), que una vez activados producen broncoconstriccién, aumento
de la permeabilidad vascular e hiperreactividad bronquial (91). También liberan
sustancias toxicas (proteina basica mayor, proteina cationica eosinofilica y
radicales libres de oxigeno) que producen alteracion y dafio en la superficie del
epitelio bronquial (81).

Del mismo modo que los mastocitos, los eosindfilos participan en el
remodelado bronquial mediante liberacion de factores de crecimiento, elastasa
(92) y a través de la estimulacion de fibroblastos (93).

Diversos estudios han encontrado una asociacion entre la existencia de
eosinofilia en las vias aéreas de pacientes asmaticos y el engrosamiento de la
membrana basal subepitelial tanto en el asma grave (94), como en la
moderada o leve (95), comparando con pacientes con asma no eosinofilica en
los que el grado de engrosamiento de la membrana basal es menor o
inexistente.

Sin embargo, algunos autores han cuestionado el papel de los eosindfilos en la
fisiopatologia del asma, al demostrar que el bloqueo de la IL-5 (principal
citoquina responsable de la diferenciacion y maduracion de los eosindfilos) no
tiene repercusion sobre los parametros clinicos [hiperreactividad bronquial,
FEV4 (volumen espiratorio forzado en el primer segundo) y flujo espiratorio

maximo (FEM)] en pacientes asmaticos (96).

1.5.3. Neutrofilos

En algunos estudios se ha comprobado que existe un aumento en el numero
de neutrdfilos en las vias aéreas en pacientes asmaticos, durante la fase tardia
de la inflamacion (entre 6 y 9 horas después de la provocacion por un alergeno)

(97). Sin embargo, el papel exacto que desarrollan en la fisiopatologia del asma
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permanece desconocido. Se ha descrito la presencia de neutréfilos en las vias
aéreas de pacientes con asma grave y en pacientes con asma cortico-
dependiente (81;98). Existen evidencias sobre el papel de los neutrdfilos en las
exacerbaciones del asma, en las que se puede observar un aumento de
neutréfilos y eosindfilos, o sélo de neutréfilos (76;99). Maneechotesuwan y cols.
realizaron un ensayo clinico con 24 pacientes afectos de asma persistente
moderada, a los que a 12 de ellos se les intentd inducir una exacerbacién de su
asma mediante la suspension de la corticoterapia de base. En los pacientes
que sufrieron una exacerbacion (9 en total), observaron que existia un aumento
de los neutrdfilos totales en esputo, del porcentaje de neutrdéfilos en esputo y de
la IL-8, 2 semanas antes de la exacerbacién y durante la misma, respecto a los
pacientes que no la sufrieron. A partir de estos resultados, sugirieron que la
monitorizacion de la IL-8 y de los neutréfilos en esputo podria ser util para
predecir un episodio de exacerbacion aguda de asma tras la suspension de la
corticoterapia de base (100). Estos datos contrastan con los estudios que
sugieren que la disminucidon progresiva de corticosteroides en pacientes
asmaticos induce una inflamacion eosinofilica (101;102). Asi, existirian
diferentes mecanismos fisiopatoldgicos en la exacerbacidén desencadenada tras
retirada total de corticosteroides (inflamacion neutrofilica) y en la exacerbacion
desencadenada tras disminucion progresiva de corticosteroides (inflamacién
eosinofilica) (103).

Los neutrofilos se han asociado con la obtruccion en el asma. Shaw y cols.
encontraron que en asmaticos con un FEV4 basal disminuido existia en las vias
respiratorias un aumento tanto de los neutréfilos como de los eosindfilos, sin
embargo, solo los neutréfilos se asociaban con un FEV; posbroncodilatador
disminuido (104). Esto sugeriria que los neutrofilos se asocian a un asma mas

grave y a la obstruccion cronica en estos pacientes (105).

1.5.4. Linfocitos

Los linfocitos, y en su gran mayoria los linfocitos T CD4, se encuentran
aumentados en las vias aéreas de los pacientes asmaticos, tras una

provocaciéon alergénica (106) y juegan un papel determinante en la
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fisiopatologia del asma (105). En los ultimos afos, los linfocitos Th2 han
adquirido protagonismo gracias a la identificacion en pacientes asmaticos de
factores de transcripcion (GATA3, T-bet y Foxp3) que controlan su
diferenciacion y su respuesta (107). Los linfocitos Th1 se han relacionado con
el desarrollo de una inflamacién grave de la via aérea en asmaticos (108) y en
los ultimos afios se han descrito los linfocitos Th17 que producen IL-17 como

responsables del reclutamiento de neutrdfilos en el asma grave (109).

1.5.5. Macréofagos

Los macréfagos alveolares se han correlacionado con la gravedad del asma
(110) y se han aislado principalmente en pacientes con asma no atépica (111).
Los macréfagos participan en la obstruccion y la inflamacion bronquial
mediante liberacibn de enzimas y de citoquinas (112) y podrian estar
implicados en la regulacion del remodelado bronquial a través de la

estimulacién de los fibroblastos.

1.5.6. Fibroblastos y miofibroblastos

En los ultimos afios, se ha atribuido un papel cada vez mas activo a los
fibroblastos en la fisiopatologia del asma. De las descripciones iniciales como
células aparentemente soélo de sostén, han pasado a ser unas de las mas
importantes tanto en la broncoconstriccibn como en la inflamacion y el
remodelado bronquial en el asma. Los fibroblastos son capaces de liberar
citoquinas proinflamatorias (113), sintetizar colageno, fibras reticulares,
elasticas y proteoglicanos que contribuyen al remodelado bronquial vy
transformarse en miofibroblastos y células musculares lisas (81). Como
muestra de la complejidad de las interrelaciones entre inflamacion vy
remodelado, Kelly y cols. demostraron que un antagonista de los receptores de
los cisteinil-leucotrienos era capaz de disminuir el numero de miofibroblastos

presentes en las vias aéreas de pacientes asmaticos (114).
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1.5.7. Citoquinas

Las citoquinas son proteinas que regulan la funcién de las células y son
responsables de la comunicacion intercelular. Entre sus diversas funciones
estan la activacion de receptores especificos de membrana, la quimiotaxis, la
induccion de proliferacion y diferenciacion celular, la modulaciéon de la
secrecion de inmunoglobulinas.

En la figura 1 se representan de forma esquematica las células responsables
de la secrecidén de las citoquinas Th1 y Th2. Se incluyen las células Th17,
descritas recientemente.

En la tabla 8 se resume la funcién de las principales citoquinas implicadas en el

asma.
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Figura 1. Representacién esquematica de las diferentes células responsables
de la secrecion de citoquinas Th1/Th2 en el asma (a partir de Barnes PJ. The
cytokine network in asthma and chronic obstructive pulmonary disease. J Clin
Invest. 2008;118:3546-3556).

Alergeno
%'; i
slep<
R — A

/ IL-27
A )

DC: célula dendritica. MHC: complejo mayor de histocompatibilidad. TCR:
receptor de la célula T.

TGF-B: factor de crecimiento transformante 3.

Factores de transcripcion: T-bet; GATA3 (se unen a la secuencia de ADN
“‘GATA”); FOXP3; RORyT (es un receptor nuclear: “retinoic acid-related orphan
receptor”); STAT3 (“signal transducer and activator of trancription 3”).

Flecha negra: activacion. Linea roja: inhibicion.

32



Tabla 8. Funcion de las principales citoquinas implicadas en el asma

IL-5: citoquina sintetizada por linfocitos Th2 y mastocitos. Diferenciacion, maduracion y

reclutamiento de eosindfilos (115).

IL-4: citoquina proinflamatoria. Diferenciacion linfocitos ThO en Th2, produccién IgE (células B),
aumenta numero de receptores para IgE en mastocitos, promueve el reclutamiento de

eosinofilos hacia el pulmén y estimula la proliferacion de fibroblastos (116-118).

IL-13: comparte receptor y funcion con IL-4. Hiperplasia células caliciformes e hiperproduccion

de moco; fibrosis subepitelial. Responsable de la hiperrespuesta bronquial (16;116).

IL-10: citoquina antiinflamatoria secretada por L Treg. Inhibe sintesis de citoquinas Th1 y Th2
(117;119).

IL-9: induce a mastocitos y eosindfilos. Produccion de moco y colageno e hiperrespuesta
bronquial (120-122).

IL-33: degranulacion eosindfilos (123). Respuesta Th1 y Th2 (124).

IL-6: citoquina antiinflamatoria. Regulaciéon Th1/Th2 (125;126).

IFN-y: citoquina Th1 que inhibe respuesta Th2 y el reclutamiento de eosindfilos, y activa

macrdéfagos y células epiteliales (127-129).

IL-2: estimulacion del crecimiento y diferenciacion de linfocitos Th1y Th2 (116;130;131).

IL-8: activacion de neutrofilos (132), liberacidn de histamina y leucotrienos por basdfilos
(133;134).

IL-12: promueve respuesta Th1 e inhibe Th2 y sintesis de IgE (135;136).

TNF-a: activa las células presentadoras de antigeno, las células epiteliales y los macréfagos

(137) e induce hiperrespuesta bronquial (138).

IL-1B: secretada por células epiteliales, implicada en hiperrespuesta bronquial (139) y en

gravedad del asma (140).

IL-17: recluta neutréfilos (109) y favorece remodelado bronquial a través de estimulo de IL-6 e
IL-8 (141).
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1.5.7.a. Citoquinas Th2 (ver figura 1 y tabla 1)

En el asma, la inflamacion cronica latente esta dirigida por células T CD4" con
un fenotipo de activacién denominado T helper-2 (Th2), que se define por su
secrecion de citoquinas (117). La presentacién de antigeno por parte de las
células dendriticas a las células T CD4" conduce a su activacion Th2, en el
caso del asma de origen alérgico o asma atopica. Las células Th2 secretan las
citoquinas interleuquina (IL) 4, 5, 9 y 13 (127) que inducen la maduracién y el
reclutamiento de eosindfilos hacia la via respiratoria y la produccion de
inmunoglobulina E (IgE) por células B (142). La IgE se fija en los receptores de
los mastocitos, lo que desencadena la liberaciéon de mediadores inflamatorios.
Los mastocitos y los basofilos pueden almacenar citoquinas Th2 preformadas,
que son liberadas durante su activacion y que podrian inducir la sintesis de IgE,
de forma independiente de las células T (81;82;143).

La IL-5 es una citoquina clave en la diferenciacion de los eosindfilos y en su
maduraciéon en la médula 6sea. También es responsable del reclutamiento de
eosindfilos hacia los lugares donde se desarrolla la inflamacién alérgica (115).
En cuanto a la IL-4, interviene en importantes funciones proinflamatorias en el
asma, siendo la unica citoquina que controla la diferenciacién de los linfocitos
ThO en Th2. La IL-4 participa en la produccion de IgE, induciendo el cambio de
clase de inmunoglobulina hacia IgE en las células B, aumenta el numero de
receptores para IgE en mastocitos, promueve el reclutamiento de eosindfilos
hacia el pulmoén y estimula la proliferacion de fibroblastos y de células
caliciformes productoras de moco (117;118;144). Se han identificado varios
polimorfismos genéticos y haplotipos de la IL-4 que se asocian con los niveles
de IgE total en suero y con asma (145).

Por otra parte, la IL-13, otra citoquina secretada por células Th2, pero también
Th1 y en menor medida ThO, comparte numerosas caracteristicas estructurales
y funcionales con la IL-4. A destacar, que la IL-4 puede interaccionar ademas
de con su receptor especifico, con el de la IL-13, lo que explicaria los efectos
comunes de ambas citoquinas. La IL-13, mediante la hiperproduccion de moco
(por estimular la hiperplasia de células caliciformes) y su participacién en la
fibrosis subepitelial, es responsable de la hiperrespuesta bronquial (16).

Otras citoquinas de la via Th2 son la IL-10 y la IL-9.
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La IL-10 es secretada por unas subpoblaciones celulares T que se denominan
reguladoras (Treg) (117). Puede inhibir la sintesis de citoquinas por linfocitos
Th1 y Th2 (119) y su funcion es basicamente antiinflamatoria e
inmunomoduladora. Su presencia parece ser directamente proporcional a la
respuesta a los corticoides: asi, en el asma refractaria a corticoides, las células
T CD4" son incapaces de producir IL-10 en cantidad suficiente (146).

La IL-9 tiene multiples efectos en la inflamacion alérgica: a nivel de los
mastocitos, aumenta su supervivencia e induce la sintesis de proteasas y la
expresion del receptor de IgE de alta afinidad, sensibilizandolos para responder
al estimulo alergénico; a nivel de los eosindfilos, los estimula a través de la
induccion de los receptores de IL-5; y finalmente, estimula la secrecién de
moco a través de la induccion de la expresion de los genes de mucina y
favorece el depésito subepitelial de colageno (120-122).

A partir de estudios en ratones se ha implicado a las citoquinas IL-5, IL-9 e IL-
13, a los factores de crecimiento TGF-B (factor de crecimiento transformante
beta) y VEGF (factor de crecimiento endotelial vascular) y al factor de
transcripcion NF-kappaB, en el remodelado bronquial. Se ha demostrado la
expresion de todos ellos en biopsias bronquiales en pacientes asmaticos, pero
todavia esta por definir su papel en el remodelado bronquial (147).

Otra citoquina de perfil Th2, recientemente identificada, es la IL-33, citoquina
perteneciente a la familia de la IL-1, que induciria la degranulacién de los
eosinofilos y aumentaria su supervivencia (123). La IL-33 estimula la secrecién
de IL-1B, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-13 y de factor estimulador de colonias de
granulocitos y macrofagos (GM-CSF), por parte de los basdfilos, por lo que
parece ser una citoquina que participa en las respuestas Th1y Th2 (124).

La IL-6, sintetizada por macrofagos, células dendriticas y células B, actuaria en
la via Th2, antagonizando el efecto inflamatorio de las interleuquinas -4, -5y -
13, por lo que se trataria de una citocina contrarreguladora y antiinflamatoria
(125), aunque otros autores le atribuyen un papel en el desarrollo del
remodelado bronquial, a partir de la estimulacion de su produccién por la
bradiquinina (mediador inflamatorio secretado por los mastocitos) (148).
Investigaciones recientes le atribuyen un papel en la regulacién de la

diferenciacion Th1/Th2 donde promoveria la activacion de Th2 mediante
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estimulo de la produccion de IL-4 e inhibiria la respuesta Th1 mediante

interferencia con el IFNy (126).

1.5.7.b. Citoquinas Th1 (ver figura 1 y tabla 8)

Las células T CD4" con perfil de activacion tipo Th1 también desarrollan un
papel en la fisiopatologia del asma, aunque mucho menos estudiado que el de
la via Th2. Las células Th1 producen interferon-gamma (IFN-y), IL-2, IL-8, IL-
12p70, IL-1B y factor de necrosis tumoral beta (TNF-B) los cuales activan
macrofagos y son responsables de la inmunidad celular mediada por células.
Es evidente que existen multiples citoquinas imbricadas entre las vias Th1 y
Th2, lo que hace mucho mas dificil la comprension total de las vias de la
inflamacion en el asma.

El IFN-y que junto a la IL-12 son los principales promotores de la via Th1,
inhibe la via Th2 y el reclutamiento de eosindfilos, y activa macrofagos y
células epiteliales (127-129).

La IL-1B, citoquina secretada por las células epiteliales de las vias aéreas,
juega un papel en la hiperrespuesta bronquial (139) y esta relacionada con la
gravedad del asma (140). Investigaciones en modelos animales sugieren que la
IL-18 tiene un papel en la respuesta alérgica tipo Th2 en el asma leve pero no
en el asma grave (149) y en la migracién de células del epitelio respiratorio en
humanos en el proceso de reparacion en personas sanas, pero no en
asmaticos (150). Zeyrek y cols. encuentran asociacion entre determinados
polimorfismos de los genes de la IL-1B y del antagonista de su receptor (IL-1ra)
y la prediccion de asma en nifios (151).

La IL-2 actuaria como factor de crecimiento y activador de células Th1y Th2 y
su relacién y balance con la IL-10 tendrian un importante papel en el asma
(130;131).

La IL-12 estimula la diferenciacion Th1, promueve la produccion de IFN-y por
células T, induce la produccion de IL-10 e inhibe la sintesis de IgE
(127;135;136). La induccion de la forma bioactiva IL-12p70 (heterodimero
formado por las subunidades p35 y p40) durante la interaccién entre las células

dendriticas y Th depende de la activacion del CD40 presente en las células Th
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activadas por el ligando del CD40 (CD40L; CD154). El IFN-y actuaria como
coestimulador para producir niveles altos de IL-12p70 (152).

La IL-8 activa y recluta neutréfilos en las exacerbaciones asmaticas (153) y
estimula la liberacion de histamina y leucotrieno B4 por los basdfilos (154).
Numerosas publicaciones han demostrado una correlacion entre la gravedad
del asma y el aumento de citoquinas IL-8 e IFN-y (155). Es preciso aclarar que
la IL-8 se incluye en el grupo de las quemoquinas (citoquinas con actividad
quimioatrayente).

El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) activa las células presentadoras de
antigeno, las células epiteliales y los macrofagos (137) e induce hiperrespuesta
bronquial (138).

Recientemente se ha identificado una linea de células T proinflamatorias,
llamada Th17 y que producen IL-17A, una citoquina que induce la CXCLS8 (IL-
8) y que recluta neutrdfilos (156). La IL-17 se encuentra aumentada en los
asmaticos y Bullens y col. encontraron un aumento tanto de IL-8 como de IL-17
en los pacientes con asma persistente moderada y grave, incluso en los
tratados con glucocorticoides inhalados. También demostraron en su trabajo
una correlacion entre IL-8 e IL-17 y los neutrofilos en esputo. A partir de estos
hallazgos sugieren que tanto la IL-17 como la IL-8 serian responsables del
reclutamiento de neutréfilos(109). La IL-17 estimula a los fibroblastos que
secretan IL-6 e IL-8, lo que amplifica y perpetua la inflamacién y el remodelado

bronquial en las vias aéreas (141).

1.5.8. Quemoquinas

Las quemoquinas o quimioquinas son moléculas implicadas en el reclutamiento
de células inflamatorias. En el asma, existe una via quimiotactica formada por
las quimioquinas CCL11 (eotaxina), CCL5 (RANTES: acronimo de regulated on
activation, normal T cells expressed and secreted) y CCL13 (proteina-4
quimioatrayente de macrofagos, MCP-4) que se encuentran aumentadas y que
interaccionan con el receptor CCR3 (cysteine-cysteine chemokine receptor-3),

expresado en los eosindfilos, lo que contribuye a su reclutamiento hacia las
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vias respiratorias (117). La secrecion de quemoquinas por las células
epiteliales bronquiales es inducida por el TNF-a.

Las quemoquinas RANTES e IL-8, segun recientes estudios, se verian
implicadas en la migracion de las células de la musculatura lisa bronquial a
través del epitelio bronquial, lo que podria jugar un papel importante en el

desarrollo del remodelado bronquial (157).

1.5.9. Leucotrienos

Los leucotrienos son unas moléculas que se sintetizan a partir del acido
araquidonico, por acién de la 5-lipooxigenasa, dando lugar al leucotrieno A. A
partir de éste se sintetiza el LTB4, por acciéon de una hidrolasa y los cisteinil-
leucotrienos: LTCy4, LTD4 y LTE4 a partir de la LTC,4 sintasa (158) (ver figura 2).
El LTB4, también conocido como quimoatrayente de neutréfilos, es un potente
quimiotactico implicado en la inflamacién y la respuesta inmune, a través de
sus receptores BLT1 y BLT2, localizados en eosindfilos, polimorfonucleares,
macréfagos y linfocitos los primeros y en monocitos, polimorfonucleares vy
células endoteliales los segundos (159;160). La activacion de linfocitos T CD8+
-que expresan en su superficie el receptor BLT1- por LTB4, induciria la
secrecion de IL-13, responsable de la hiperrespuesta bronquial (161).

Los cisteinil-leucotrienos son eicosanoides liberados por mastocitos y
eosinodfilos que actuan a través de los receptores de los cisteinil-leucotrienos
Cis-LT1 y Cis-LT2, ubicados respectivamente en linfocitos B, basofilos,
monocitos/macrofagos y eosindfilos los primeros y en las células de la
musculatura lisa bronquial, macrofagos alveolares y células endoteliales
pulmonares los segundos. Sus efectos comprenden: incremento de la
permeabilidad vascular y aumento del edema de la via aérea, contraccion del
musculo liso bronquial, incremento de la produccion de moco, reclutamiento de
eosinofilos del torrente circulatorio a las vias aéreas y cambios estructurales en

la via aérea (remodelado bronquial) (158;160;162).
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Figura 2. Sintesis de leucotrienos a partir del acido araquidonico.

PLA2 (fosfolipasa A2)

Bradiquinina
T——

fosfolipidos

7 \""e/
Proteina-G acido

araquidonico +
lisofosfolipidos

5-lipooxigenasa < ‘/
FLAP SAEERE.
v
S-HETE*
L
LTA4

LTA4 hidrcV LTC4 sintetasa
+ glutation
LTB4 LTC4

\L - glutamato
+ glutamato - glicina

LTF4 (T | TE4 ¢« LTD4

* 5-HPETE: acido 5-hidroxieicosatetraenoico
** 5-HETE: acido 5-hidroperoxieicosatetraenoico
FLAP: proteina activadora de la 5-lipooxigenasa

(inhibida por esteroides)

39



1.5.10. Oxido nitrico

El oxido nitrico (NO) es un gas que esta presente en el aire exhalado y se
forma de manera continua en las vias aéreas. Es una molécula sintetizada a
partir de L-arginina, mediante la enzima sintetasa del oxido nitrico (NOS).
Existen tres isoformas de esta enzima: la NOS neuronal (NOS1 o nNOS), la
NOS endotelial (NOS3 o eNOS) y la forma inducible (NOS2 o iNOS) por
citoquinas, que tiene mayor actividad que NOS1 y NOS3 (163).

En 1991 se describié la presencia de NO en el aire exhalado de animales y
humanos (164), descubriéndose poco después que en pacientes asmaticos se
encontraba elevado respecto a los sanos (165) y que con tratamiento
corticoideo disminuia (166). En poblacion pediatrica se describieron hallazgos
similares a los encontrados en adultos (167).

Existen evidencias de que los pacientes asmaticos muestran un incremento de
la expresion de NOS2 en las células epiteliales bronquiales (168).

Hoy en dia, a pesar de algunas discrepancias (169), se reconoce la medicion
de la fraccion exhalada de o&xido nitrico, o “inflamometria” como una
herramienta util para monitorizar a los pacientes asmaticos, ya sean adultos o
nifios (170-172).

1.6. Diagnéstico del asma bronquial

El diagnéstico de asma debe sospecharse ante la presencia de tos, sibilancias
y/o dificultad respiratoria que suelen ser variables y desencadenados por
infecciones viricas, alergenos, humo de tabaco o ejercicio. Es importante
considerar para el diagnéstico, los antecedentes familiares de asma y/o atopia
y los antecedentes personales de atopia (1;173), sin obviar la realizacion de

pruebas funcionales respiratorias que daran el diagndstico.

1.6.1. Espirometria forzada y prueba broncodilatadora (reversibilidad de
la obstruccion)

En el nifio colaborador (mayor de 6 anos), el diagndstico funcional de asma

sigue practicamente los mismos criterios que en el adulto. Debe realizarse una
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espirometria forzada con prueba broncodilatadora tras administracion de
salbutamol inhalado (400 pg). Se considera una prueba broncodilatadora
positiva cuando el incremento del FEV sobre el valor basal es mayor o igual al
12%. En los nifios, es dificil obtener una espiracién superior a seis segundos,
por lo que se admite una espiracién de 2-3 segundos.

En nifios de 3 a 6 afos (preescolares), con la metodologia y los valores de
referencia adecuados (174;175), es posible realizar pruebas funcionales
respiratorias, teniendo en cuenta que en ocasiones debe utilizarse el FEV( 5 en

vez del FEV4, por ser el tiempo espiratorio inferior a un segundo.

1.6.2. Prueba de provocacion bronquial (hiperrespuesta bronquial) con
metacolina o adenosina

Cuando la espirometria con prueba broncodilatadora no es concluyente, se
puede realizar una prueba de provocacion bronquial para demostrar la
presencia de hiperrespuesta bronquial, mediante inhalacién de concentraciones
conocidas de metacolina o adenosina. La metacolina es un derivado sintético
de la acetilcolina que es la sustancia broncoconstrictora natural, por lo que su
accion es directa sobre la musculatura lisa bronquial. En cambio, el mecanismo
de la broncoconstriccion inducida por la adenosina seria a través de la
estimulacién de los receptores Azs de los mastocitos (176), que movilizaria los
depositos intracelulares de calcio e induciria la liberacion de histamina y otros
mediadores preformados, como cisteinil-leucotrienos, prostaglandinas e IL-8.
La respuesta a la adenosina podria ser un marcador mas sensible y especifico
del asma bronquial que la respuesta a la metacolina, tanto en nifios mayores y
adolescentes, como en preescolares (177).

Los criterios de positividad de las pruebas de provocacién bronquial con
metacolina o adenosina son dados por el valor de la concentracion de
metacolina o adenosina que produce un descenso del FEV4 del 20 % (PCx) 0
de la dosis acumulada de metacolina o adenosina que produce una
disminucién del 20 % del FEV (PD2). Se consideran normales valores de PCy
> 8 mg/ml y de PDyo> 7,8 umol (178).
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1.6.3. “Inflamometria”’ o mediciéon de la inflamacion en el asma

1.6.3.a. Fraccién exhalada de éxido nitrico (FENO)

En los ultimos afios, numerosos estudios han avalado la determinacién de la
fraccién exhalada de 6xido nitrico (FENO) como un marcador no invasivo de
inflamacion eosinofilica de las vias respiratorias (171;179) y el procedimiento
para su medicién ha sido estandarizado (180).

Durante la espiracion se mezcla el 6xido nitrico (NO) producido por los alvéolos
con el NO generado en las vias aéreas de conduccion por lo que las
concentraciones de NO en el aire exhalado son flujo — dependientes, estando
recomendada su medicién a un flujo de 50 ml/seg (180). EIl NO cumple varios
de los requisitos para ser un marcador ideal: es facil de medir, puede
considerarse una muestra directa de las vias aéreas inferiores, es posible
realizar medidas repetidas, esta aumentado en el asma bronquial y disminuye
con el tratamiento antiinflamatorio. Inicialmente, la mediciéon de la FENO se
realizaba mediante analizadores con sensores de quimioluminiscencia, de
elevado coste, pero en los ultimos afios han aparecido analizadores con
sensores electroquimicos, de pequefio tamafo y bajo coste lo que puede
facilitar la generalizacion de su empleo en el manejo del asma (181).

Existe una relacion importante entre el aumento de la FENO y la presencia de
inflamacion eosinofilica. En este sentido se ha visto una buena correlacion en
nifios con asma entre la FENO y el porcentaje de eosindfilos y los niveles de
proteina catidnica del eosindfilo en el lavado broncoalveolar (182). De esta
manera la determinacién de la FENO (en nifios no tratados con corticoides
inhalados) es util para establecer qué nifios con asma tienen un fenotipo
eosinofilico.

Recientemente se han publicado datos que muestran que la determinacion de
oxido nitrico exhalado puede ser de ayuda en el diagnostico de asma:

En pacientes adultos un punto de corte de NO exhalado de 16 ppb mostré una
especificidad elevada para el diagndstico de asma (90%), aunque una baja
sensibilidad (69%), y con un punto de corte de 13 ppb se obtuvo una
especificidad del 85% y una sensibilidad del 80% (183). Datos similares se

observaron en el estudio de Smith y cols. (184), observando una sensibilidad
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del 88% y una especificidad del 79% y en el de Warke y cols. en el que
obtuvieron una sensibilidad del 81% y una especificidad del 80% para un punto
de corte de 17 ppb (182). También en un grupo de nifios preescolares (edad
3,8 — 7,5 afos), con un punto de corte de 9,7 ppb la sensibilidad del NO
exhalado para el diagnéstico de asma fue de 86% y la especificidad del 92%,
para discriminar nifios con asma de controles sanos (185).

Debe tenerse en cuenta que en el caso de los analizadores electroquimicos
(portatiles), los valores de FENO en asmaticos son superiores a los obtenidos
con los analizadores de quimioluminiscencia, alcanzando el rango de 20-30
ppb (1;186).

Los valores predictivos de 2 de los estudios en adultos antes citados, fueron
muy similares a los encontrados utilizando el recuento de eosindfilos en el
esputo inducido (183;184). En estos estudios las pruebas diagnédsticas
tradicionales de funcion pulmonar tuvieron un rendimiento menor para el
diagnostico de asma que la determinacion de la FENO. Al tratarse de una
mayoria de pacientes con asma leve, las pruebas de funcion pulmonar con
frecuencia son normales lo que favorece la mayor utilidad de la FENO.

No obstante, hay que recordar que hay pacientes que pueden cumplir los
criterios convencionales para el diagndstico de asma y tener una FENO normal,
especialmente los nifios con asma no atdpica. Por tanto los valores normales
de FENO no excluyen el diagnéstico de asma, que se debe confirmar en estos
casos mediante las pruebas funcionales respiratorias (prueba de
broncodilatacion o prueba de hiperrespuesta bronquial).

En nifos mayores y adultos, ademas de la utilidad diagnéstica, la
determinacién de FENO sirve para la monitorizacion del tratamiento corticoideo
(187).

En los nifios preescolares y lactantes la medicién de la FENO nos podria
permitir distinguir aquellos lactantes en los que las bronquitis serian de causa
virica y aquellos con asma de comienzo precoz que pueden responder al
tratamiento con corticoides inhalados (188) o montelukast (189;190).

En el estudio de Gabriele y cols. (191), en lactantes de 4 a 25 meses de edad,
los nifios con bronquitis sibilantes recurrentes y atopia presentaron un nivel de
FENO elevado, mientras que en los nifios con bronquitis sibilantes recurrentes

no atdpicas el valor medio de FENO fue igual al de los controles. El area bajo

43



la curva ROC para un punto de corte de 14,1 ppb comparando los lactantes
con bronquitis sibilantes recurrentes con los controles sanos fue de 0,71
(sensibilidad del 63% y especificidad del 63%), por lo que a pesar de que
existen dificultades técnicas, la determinacién de la FENO en los lactantes se
muestra prometedora para identificar de forma no invasiva aquellos con un
fenotipo eosinofilico. En el estudio de nuestro grupo, en nifios menores de 4
afios de edad con bronquitis de repeticion, el valor de la FENO fue superior al
de los controles sanos, aunque existi® una superposicién de valores muy
importante con los nifios normales sin llegar a obtener un valor discriminativo
para diferenciarlos de los nifios sanos, lo que iria a favor de una inflamacién no

eosinofilica en este grupo de pacientes (192).

1.6.3.b. Aire exhalado condensado

La recogida de aire exhalado condensado (AEC) es una técnica no invasiva
novedosa para la obtencién de muestras de las vias respiratorias bajas ya sea
de pacientes con respiracion espontanea o sometidos a ventilacion mecanica.
La técnica se basa en la hipdtesis que las particulas exhaladas durante la
respiracion reflejan la composicion del liquido alveolar. El aire exhalado
contiene aerosoles y vapores que se pueden condensar al respirar a través de
un sistema de refrigeracion y analizar con el objeto de estudiar los mecanismos
fisiopatoldgicos de las enfermedades pulmonares: asma, enfermedad pulmonar
obstructiva cronica (EPOC), fibrosis quistica o discinesia ciliar primaria. El
principal componente del AEC es el vapor de agua condensado que representa
mas del 99% del fluido recogido. Entre los compuestos que se han aislado se
encuentran sustancias implicadas en la cascada inflamatoria como H,O,
prostaglandinas, oxidos de nitrogeno (NO, y NOs), leucotrienos (cisteinil-
leucotrienos y LTB4), 8-isoprostano y citoquinas, por lo que su determinacién
es una herramienta util en la demostracion y la monitorizacion de la inflamacién
de las vias respiratorias (193).

No existen todavia métodos estandarizados para el calculo de la dilucion de las
gotitas respiratorias y no se conoce con exactitud el origen anatémico de los

biomarcadores. Sin embargo, otras técnicas como el esputo inducido, el lavado
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broncoalveolar y en menor medida, la FENO, comparten con el AEC algunas
de estas cuestiones sin resolver. Todavia no se ha validado ningun
biomarcador en AEC para su uso en la practica clinica aunque el pH del AEC
es uno de los marcadores mas estudiados y su determinacién guarda
caracteristicas similares con la FENO. El pH disminuye con el asma, la EPOC y
la fibrosis quistica, por lo que su valor diagndstico es limitado, al igual que la
FENO. Sin embargo, al ser un marcador que se modifica con la corticoterapia,
es util para la monitorizacion y la optimizacion del tratamiento en el asma.

Para la técnica de la recogida de AEC es preciso respirar a volumen corriente
durante 10-15 minutos a través de un dispositivo por lo que la unica limitacién
en nifos es que tengan capacidad de sostener una boquilla durante 10-15
minutos. Se aconseja la utilizacion de pinzas nasales para evitar que entre
fluido nasal en orofaringe durante la inspiracion y para conseguir que todo el
aire exhalado salga por la boca. En algunos estudios en los que la inhalacién
se hace por la nariz y la exhalacién por la boca se obtiene una mayor muestra
de AEC, y no se encuentran diferencias en las concentraciones de adenosina,
tromboxano TxB; ni amoniaco. Sin embargo, en pacientes con inflamacién de
las vias respiratorias superiores existe un aumento de la concentracion de
adenosina en aquellos que inhalan por nariz y exhalan por boca, respecto a
aquellos que inhalan y exhalan por boca. Es importante evitar la contaminacién
de la muestra obtenida con saliva, por o que se aconseja enjuagues bucales o
la colocacion de reservorios para la saliva.

No se han descrito efectos adversos en la recogida de AEC, ni siquiera en
pacientes con exacerbacidn de su asma y se han obtenido tasas de éxito
elevadas en nifios, a partir de los 4 anos (194). En un reciente estudio,
Robroeks y cols. encontraron niveles mas altos de IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-13,
IFN-y, IL-8 (0 CXCL10) y otras quimioquinas y moléculas de adhesion en el aire
exhalado de nifios asmaticos (n=31) comparandolo con el de nifios sanos
(n=29) (195).

La recogida de AEC no influye en la funcién pulmonar ni en los niveles de los
diferentes mediadores por lo que se puede repetir en el mismo paciente a
intervalos cortos de tiempo.

Existen diferentes dispositivos para la recogida del AEC, algunos hechos a

medida y otros comercializados. Todos tienen en comun que el aire exhalado
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circula por un circuito refrigerado en el que el se condensa y que el paciente
realiza la inspiracion a través de una valvula unidireccional para evitar la
recirculacion del aire exhalado previamente. De esta forma se obtiene en unos
10 minutos entre 1 y 2 ml de liquido que se congela a — 70°C para la posterior
determinacién de mediadores de la inflamacion.
Las principales limitaciones del AEC son:
- La obtencién de concentraciones muy bajas de los marcadores que se
quieren estudiar, por lo que su medicidon se encuentra limitada por la
sensibilidad de las técnicas de inmunoensayo utilizadas
- La concentracion de los diferentes biomarcadores es dependiente del

flujo de exhalacion, lo que hace dificil la estandarizacion de la técnica.
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I.7. Esputo inducido

El objetivo de la induccion de esputo es recoger una muestra adecuada de las
secreciones respiratorias de las vias aéreas inferiores. La induccion de esputo
se ha utilizado en el estudio de diferentes patologias respiratorias, y su
aplicacién en el estudio de la fisiopatologia del asma ha renovado el interés por

esta técnica.

1.7.1. Antecedentes

Desde tiempos de Hipdocrates (196), que lo consideraba uno de los cuatro
humores esenciales del organismo, el esputo ha sido estudiado para intentar
comprender la fisiopatologia de las enfermedades pulmonares. Con el
desarrollo de la citologia y la microbiologia, el esputo adquirié protagonismo en
el diagndstico de cancer o de enfermedades infecciosas como la tuberculosis

pulmonar.

1.7.2. Esputo inducido y citologia en cancer de pulmén

En los afos 50 del siglo XX se empezo6 a utilizar la induccién de esputo en
pacientes con sospecha de cancer de pulmén, en los que se estudiaba la
citologia obtenida. Bickerman y cols. (197) y posteriormente, Barach y cols.
(198) introdujeron la nebulizacién de suero salino hipertonico calentado para la
obtencion de muestras en pacientes con sospecha de cancer de pulmoén.

Recientemente, se ha comparado el rendimiento de la induccion de esputo y el
esputo no inducido respecto a la broncoscopia, en la obtencién de citologia
positiva en pacientes con cancer de pulmon. La muestra obtenida por induccion
de esputo es superior al esputo no inducido y algunos autores encuentran que

tiene un rendimiento igual al de la broncoscopia (199).
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1.7.3. Esputo inducido y tuberculosis pulmonar

A partir de los trabajos de estos autores, se introdujo la induccion de esputo
mediante inhalacion de suero salino hipertonico como técnica diagndstica en la
tuberculosis pulmonar. Diversos autores demostraron que esta técnica era tan
efectiva o mas que el lavado gastrico en la obtencion de muestras de
secreciones respiratorias con resultado positivo para el cultivo del bacilo
tuberculoso. Es interesante el trabajo que publicaron Yue y Cohen en 1967
(200) en el que a lo largo de tres afos, comparan el rendimiento de la induccién
de esputo mediante inhalacion de suero salino hipertonico al 10% y mediante
inhalacion de otras sustancias (didoxido de sulfuro, dornasa pancreatica,
acetilcisteina y agua estéril) en la obtencion de muestras positivas (cultivo
positivo) en pacientes tuberculosos. Concluyen que la sustancia con la que se
obtiene un mayor rendimiento es el suero salino hiperténico. Por otro lado
comparan la técnica de la induccion de esputo con las diferentes sustancias
inhaladas con el lavado gastrico y obtienen un mayor rendimiento de la
induccién de esputo en la obtencion de muestras positivas.

En nifos, la dificultad en la obtencion de muestras de esputo ha hecho que
durante mucho tiempo, la técnica de eleccion para la obtencion de muestras en
los pacientes con sospecha de tuberculosis pulmonar, fuera el lavado gastrico,
por la facilidad con que los niflos se tragan las secreciones respiratorias. Sin
embargo, en los ultimos afios se ha desarrollado la técnica de la induccion de
esputo en nifos e incluso en lactantes con resultados superiores a los
obtenidos por lavado gastrico. Zar y cols. estudiaron 250 nifios de entre 1 mes
y 5 afios de edad a los que se sometid a induccién de esputo mediante
inhalacién de suero salino hiperténico al 5%. Encontraron que el rendimiento
obtenido era mayor con la induccion de esputo y que el rendimiento en una
sola muestra de esputo inducido era similar al de tres muestras de lavado
gastrico. En la mayoria de los nifios se obtuvo la muestra por succion a través
de nasofaringe u orofaringe, ya que a estas edades, muchos son incapaces de

expectorar (201).
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1.7.4. Esputo inducido y neumonia

Otra de las utilidades de la induccidén de esputo en patologia infecciosa, es la
obtencion de muestras para el diagnéstico de neumonia por Pneumocystis
jJiroveci y para el diagnostico etiolégico en neumonia adquirida en la
comunidad. En una revision de 15 articulos en pacientes infectados por el virus
de la inmunodeficiencia humana (VIH), Oliveira y cols. encontraron que la
induccion de esputo en estos pacientes tenia una sensibilidad del 55,5% y una
especificidad del 98.6% para el diagndstico de neumonia por Pneumocystis
jJiroveci, una sensibilidad del 60% y una especificidad del 40% para el
diagndstico de neumonia bacteriana y una sensibilidad del 36% y especificidad
del 100% para el diagnostico de tuberculosis pulmonar (202). Lahti y cols.
realizaron induccion de esputo a 101 nifilos con sospecha diagnostica de
neumonia adquirida en la comunidad y encontraron el posible agente causal
(bacteriano o virico) en el 90% de las muestras obtenidas, siendo el
neumococo Y el rinovirus los mas frecuentes. Concluyen estos autores que el
estudio del esputo inducido puede ser util para el diagnéstico etiolégico de la

neumonia adquirida en la comunidad en nifios (203).

1.7.5. Esputo inducido y reflujo gastroesofagico

En el diagnéstico de tos cronica secundaria a reflujo gastroesofagico se ha
considerado la presencia de macréfagos alveolares cargados de lipidos en
muestras obtenidas por lavado broncoalveolar o esputo inducido, como una
caracteristica de reflujo gastroesofagico acompanado de aspiracién (204). Se
utiliza el indice de macréfagos cargados de lipidos (calculando la cantidad de
lipidos intracelulares en una escala de 0 a 4, que contienen 100 macrofagos)
tanto en adultos como en nifios para determinar si la patologia respiratoria es
secundaria a reflujo gastroesofagico (205;206). Sin embargo, algunos autores
concluyen que también pueden observarse en patologia pulmonar no aspirativa
por lo que su valor como diagnéstico de patologia respiratoria secundaria a
reflujo gastroesofagico queda cuestionado (204). En un estudio realizado en

nifos con sospecha de patologia respiratoria secundaria a reflujo
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gastroesofagico (diagndsticos iniciales de asma, neumonia recurrente, tos
cronica y otros) se observo que los nifios a los que se les habia sometido a
funduplicatura y que no mejoraron seguian presentando un indice de
macrofagos cargados de lipidos elevado, por lo que concluyen que podria
tratarse de un marcador de inflamacion pulmonar y de gravedad de la
enfermedad de base, mas que un marcador de enfermedad secundaria a

reflujo gastroesofagico (207).

1.7.6. Esputo inducido en fibrosis quitica

En los pacientes afectos de fibrosis quistica —la enfermedad genética grave
mas frecuente en la poblacion de origen caucasico-, la colonizacion de las
secreciones respiratorias por Pseudomonas aeruginosa marca la evolucion de
la enfermedad (208;209). Por ello es muy importante disponer de muestras de
secreciones respiratorias, basicamente esputos, con el objetivo de realizar un
seguimiento microbiolégico periddico (209). Los pacientes adultos afectos de
fibrosis quistica suelen expectorar sin dificultad, sin embargo, menos de un
50% de los nifios enfermos menores de 11 afnos son capaces de hacerlo
incluso con la ayuda de un fisioterapeuta respiratorio (210). Con la induccion de
esputo mediante inhalacién de suero salino hipertonico, hasta el 100% de los
nifios afectos de fibrosis quistica de entre 4 y 15 afios de edad, es capaz de
expectorar (211). La induccion de esputo en pacientes afectos de fibrosis
quistica es segura aunque Suri y cols. encontraron una correlacion positiva
entre incremento de edad y porcentaje de caida del FEV4 con la inhalacién de
suero salino hipertonico (212). Ademas del cultivo del esputo, la muestra
obtenida permite estudiar las caracteristicas inflamatorias del esputo en
pacientes con fibrosis quistica, en los que predomina la inflamacién neutrofilica
con aumento de IL-8 (210;213;214).
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1.7.7. Esputo inducido en enfermedad pulmonar obstructiva crénica
(EPOC)

En los pacientes afectos de EPOC y en los fumadores sanos, el estudio del
esputo inducido permite averiguar las caracteristicas inflamatorias que
diferencian a estos dos grupos de fumadores, lo que puede ser de gran ayuda
para el mejor conocimiento de la enfermedad y para la optimizacion del
tratamiento (215). En los pacientes con EPOC existe un aumento de IL-8 y de
TNF-a respecto a los pacientes fumadores sanos (216). Por otro lado, se ha
demostrado un mayor porcentaje de eosindfilos en el esputo inducido de los
enfermos de EPOC con hiperrespuesta bronquial, hallazgo que se solapa con
el asma eosinofilica (217). En cuanto a la terapéutica, Culpitt y cols.
demostraron que la teofilina disminuye el recuento de neutrdfilos, la IL-8 y la

mieloperoxidasa en el esputo inducido de pacientes con EPOC (218).

1.7.8. Esputo inducido en enfermedades pulmonares intersticiales y
ocupacionales

Otro campo en el que el esputo se ha convertido en una importante
herramienta diagnéstica es en el estudio de patologia pulmonar intersticial y
ocupacional. Asi, en los pacientes con neumoconiosis, se aprecia un aumento
significativo de linfocitos, con presencia de particulas de silice o de metales
pesados (asbesto) tanto en el citoplasma de los macrofagos como fuera de las
células y en la sarcoidosis, ademas del aumento de linfocitos, se observa una
relacion CD4+/CD8+ aumentada, que se correlaciona con los hallazgos en el
lavado brocoalveolar (219).

En el esputo de pacientes afectos de fibrosis pulmonar idiopatica se detectan

eosindfilos y linfocitos, asi como una inversion del cociente CD4+/CD8+ (219).

1.7.9. Esputo inducido en el asma

En el estudio del asma, y mas en concreto, de la inflamacion de las vias aéreas
en el asma, se utilizan técnicas invasoras como la broncoscopia y otras no

invasoras como la determinacién de la FENO, y el estudio del aire exhalado
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condensado y en las que se incluye la induccion de esputo. Ya en 1958
Morrow Brown reconocié que la eosinofilia en esputo era un factor predictor de
respuesta a corticoides (220). Sin embargo, no es hasta los ultimos 10-15 afos
—durante los cuales han mejorado notablemente tanto la metodologia como la
técnica- cuando el esputo inducido se ha convertido en un método de
referencia en la determinacién de la inflamacién de la via aérea.

Desde el que se podria considerar articulo seminal sobre la inducciéon de
esputo en asmaticos (221), en el que se comparan las poblaciones celulares en
esputo inducido de 17 pacientes asmaticos y 17 controles (sanos) hasta el dia
de hoy, se han publicado numerosos articulos sobre la induccion de esputo y la
gran utilidad que adquiere en el estudio y la monitorizacion de la inflamacion en
el asma y se ha demostrado que las células que se obtienen en la induccion de
esputo en asmaticos son las responsables de la inflamacién bronquial a través
de la secrecion de citoquinas y leucotrienos (153;222-224). Existen también
referencias y trabajos sobre la induccion de esputo en nifios sanos y asmaticos.
Wilson y cols. (225) realizaron la induccién de esputo mediante inhalacion de
suero salino hiperténico al 4,5% a 60 nifios asmaticos y 27 controles, y
obtuvieron un 54% de muestras con una buena viabilidad celular y baja
contaminacion. Jones y cols. (226) demostraron la seguridad y eficacia de la
induccion de esputo y prueba de broncoprovocacion con suero salino
hipertonico al 4,5%, en nifios asmaticos de entre 7 y 16 afios. Posteriormente,
Gibson y cols. (227) demostraron después de realizar la induccién de esputo en
183 nifos (146 asmaticos y 37 controles) y obtener un 78% de rendimiento,
que la gravedad del asma se correlacionaba con el grado de eosinofilia en
esputo.

Cai y colaboradores (228) establecieron los valores de normalidad de células
en el esputo inducido de nifios, comparando una poblaciéon de nifios sanos
(N=72) y una de nifios asmaticos (n=50) en tratamiento corticoideo.

La muestra de esputo obtenida mediante induccion permite examinar las
células presentes en las vias aéreas inferiores (macréfagos, neutrofilos,
eosindfilos, linfocitos y mastocitos) y categorizar a los pacientes segun exista o
no predominio de eosindfilos en esputo (226-229). En pacientes asmaticos, en
los que suele existir eosinofilia en esputo, se puede realizar diagndstico,

seguimiento y monitorizacion del tratamiento corticoideo a través de la
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induccién de esputo. Numerosos autores han destacado la importancia del
estudio del esputo inducido en asmaticos, por la divergencia que puede existir
entre sintomatologia y eosindfilos en esputo (230;231). Asi, en pacientes
asintomaticos, clinicamente en fase estable, se puede encontrar un numero
elevado de eosindfilos en esputo, lo que puede traducir o bien una resistencia
al tratamiento de base (228) o la necesidad de aumentar el mismo.

Simpson y cols. establecieron 4 subtipos de inflamacion en el asma, basandose
en un punto de corte de 1% de eosindfilos en esputo inducido (232). Otros
autores han establecido que puntos de corte entre 2 y 3% indicarian el
tratamiento con glucocorticoides inhalados (GCIl) (230;233). Muy
recientemente, Simpson y cols. han publicado un trabajo en el que realizan
induccion de esputo a 18 adultos con asma no eosinofilica y a 8 adultos con
asma eosinofilica. Repiten la induccion en cada paciente a lo largo de 5 meses
(una induccién por mes) y confirman que un punto de corte de 3% de
eosindfilos en esputo inducido distingue entre asma eosinofilica y no
eosinofilica, que este punto de corte se asocia con respuesta a GCl y que es
estable y reproducible en un periodo de 5 meses (234).

En comparacion con otros marcadores de inflamacion bronquial, como la
FENO, la eosinofilia en esputo inducido parece predecir de forma mas fiable la
inminencia de una crisis grave de asma (102).

A pesar de las numerosas ventajas (incluida la de ser una prueba no invasora)
y de la precisién con que mide la inflamacién bronquial, la induccién de esputo
es una técnica que requiere tiempo, entrenamiento y una minima
infraestructura, por lo que no se puede realizar en cualquier centro (235).
Ademas del estudio de la celularidad bronquial, con la induccién de esputo se
pueden determinar marcadores de inflamacién como citoquinas, quemoquinas,
eicosanoides y leucotrienos. Los estudios realizados hasta la fecha en los que
se han determinado citoquinas (Th1 y Th2) en esputo, mediante RT-PCR
(reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real) y técnica ELISA (ensayo
por inmunoabsorcién ligado a enzimas), han permitido elucidar algunos de los
mecanismos implicados en la fisiopatologia del asma. Truyen y colaboradores
(108) determinaron los niveles (MRNA) de citoquinas Th1 (IFN-y) y Th2 (IL-4,
IL-5, IL-13 e IL-10) en esputo inducido de 39 adultos asmaticos y 15 controles.

En sus conclusiones destaca el aumento de IFN-y e IL-4 en los asmaticos, lo
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que indicaria una activacién simultdnea de las vias Th1 y Th2. El IFN-y se
encontraba mas aumentado en los pacientes con asma no atopica y en las
formas moderadas y graves. También encontraron una correlacion positiva
entre eosinofilos en esputo e IL-4 e IL-5, confirmando el papel que juegan las
citoquinas IL-4 e IL-5 en la maduracién y el reclutamiento de eosindfilos en el
asma.

Otra de las citoquinas estudiada con profusion en patologia respiratoria y en
particular en el asma, es la IL-8. Clasificada como citoquina Th1, es
principalmente reclutadora de neutrofilos. Algunos autores sugieren una
interconexién entre el reclutamiento de neutrofilos por IL-8 y la activacion de los
eosindfilos en el esputo inducido de nifios con exacerbacion de su asma (153).
Oftra interleuquina que se ha estudiado es la IL-13, que se correlaciona con la
hiperreactividad bronquial. Park y colaboradores (236) encontraron una
correlacion inversa entre la PCy y la concentracion de IL-13 en el esputo

inducido de pacientes asmaticos.

1.7.10. Técnica y metodologia de la induccién de esputo

Desde la primera descripcion de un método estandarizado para la induccién de
esputo, llevada a cabo por Pin y colaboradores en 1992 (221) hasta la
publicacion en 2002 de la Task Force de la ERS y la ATS (237;238) se han
utilizado diferentes variantes técnicas para conseguir un objetivo: una muestra
de esputo o secrecién bronquial, previa inhalacion de suero salino hiperténico.

La inhalacién de suero salino hipertonico estimula la secrecion bronquial y
facilita la expectoracion, con lo que en pacientes incapaces de generar un
esputo de forma espontanea, se puede obtener una muestra con una mayor
viabilidad celular (células vivas) y una mejor calidad que las obtenidas de forma
espontanea(239;240). Algunos grupos han demostrado que no existen
diferencias respecto al recuento celular o la determinacion de algunos
mediadores de inflamacién (proteina catidénica eosinofilica, albumina o
metaloproteinasas de matriz) en esputo inducido con suero salino hiperténico o

suero salino isotonico (241;242).
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La inhalacion de suero salino hiperténico en la induccidon de esputo se realiza
mediante un nebulizador ultrasénico, que permite un mayor débito y consigue
un mayor tamano de particulas que los nebulizadores tipo jet, lo que redunda
en un mejor rendimiento de la prueba (243).

En cuanto a la duracion de la inhalacién, se sabe que tanto los componentes
celulares como los bioquimicos cambian a lo largo de la misma (244). Los
neutréfilos y eosindfilos predominan en las muestras que se obtienen al inicio
de la induccion, mientras que los linfocitos y los macrofagos aumentan con el
tiempo de induccién. Esto sugeriria que las muestras obtenidas en los primeros
minutos de la induccion provienen de las vias respiratorias centrales y las que
se obtienen mas tarde, provienen de las vias periféricas y de los alvéolos
(239;245).

1.7.11.Seleccidén de la muestra de esputo obtenida por induccién

Existen 2 métodos en la seleccién de la muestra para el procesado del esputo,
recogidos por Efthimiadis y colaboradores (246): uno de ellos consiste en
seleccionar los tapones de moco presentes en el esputo, con una cantidad
minima de 50 mg, y el otro, en procesar todo el material expectorado (esputo y
saliva). Las ventajas de la seleccién de los tapones de moco respecto al
procesado de todo el material expectorado son las siguientes: se puede
expresar el recuento celular total por gramo de secreciones de vias
respiratorias inferiores, la contaminacién por células escamosas suele ser
inferior al 5% -lo que facilita el reconocimiento de las células al microscopio- vy,
finalmente, se puede determinar con mayor precisidén las concentraciones de
sustancias en el sobrenadante, ya que no se ven afectadas por la dilucién

variable que causa la saliva (247).
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Il. HIPOTESIS

1. Existen diferentes fenotipos inflamatorios en los nifios de 7 a 14 afios
de edad, con asma atopica y no atdpica, basados en el recuento celular y en la

determinacién de citoquinas en el esputo inducido.

2. El fenotipo inflamatorio - definido por la composicién celular del esputo
y la determinacion de citoquinas - de los nifios asmaticos, debe permitir una
categorizacion o gradaciéon mas precisa de su enfermedad, asi como un mejor

tratamiento.
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lll. OBJETIVOS

1.

Establecer valores de normalidad del recuento celular en esputo

inducido en nifios sanos de 7 a 14 afnos de nuestra poblacién.

Estudiar el fenotipo inflamatorio de los nifios de 7 a 14 afnos de edad
diagnosticados de asma atdpica y no atopica, con diferentes estadios
de gravedad, en fase estable, mediante la determinacién en el esputo
inducido del recuento celular y de citoquinas en el sobrenadante del

esputo, y del 6xido nitrico en aire exhalado.

Comparar los resultados obtenidos en los nifios con asma atopica y
no atopica, y en funcién de la gravedad del asma que presentan los

ninos.

Determinar la evolucion dinamica de la inflamacién bronquial
realizando una segunda determinacién a los 3 meses de la primera,
analizando el efecto del tratamiento en aquellos casos en que

clinicamente se haya considerado indicado.
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IV. MATERIAL Y METODOS

IV.1. Diseno del estudio

Se ha realizado un estudio observacional descriptivo transversal, utilizando un

muestreo de conveniencia.

IV.2. Sujetos objeto del estudio

Se han incluido durante un periodo de tres afios (2005 a 2008) nifios afectos de
asma bronquial, procedentes de la Unidad de Neumologia y Fibrosis Quistica
del Hospital Universitari Vall d’ Hebron de Barcelona y nifios sanos procedentes
de las revisiones del nifio sano de una consulta de Pediatria general, e hijos de

personal del Hospital Nostra Senyora de Meritxell de Andorra.

Criterios de inclusion

Para la inclusion de un nifio en el estudio se requirid tener una edad
comprendida entre 7 y 14 afos de edad y estar diagnosticado de asma

bronquial.

En el caso de los nifios sanos (controles), el nifio no debia tener antecedente

personal de asma, rinitis o atopia.

Se establecid el diagnodstico de asma si el paciente presentaba clinica
compatible, con una prueba broncodilatadora positiva (aumento del FEV, =
12% respecto al valor inicial o aumento del FEV4 = 9% respecto al valor tedrico)
y/o prueba de esfuerzo con caida del FEV= 15% o prueba de metacolina con
PC20 < 8 mg/ml o PDy < 7,8 umol (1).

Se clasificd a los nifios asmaticos en atopicos si presentaban test cutaneos
(prick test) positivos y/lo IgE especifica elevada (técnica RAST:
radioallergosorbent test) a alguno de los neumoalergenos testados
(dermatophagoides pteronyssinus, dermatophagoides farinae, epitelios de

perro y gato, alternaria, pélenes de olivo, gramineas, parietaria y platano).
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Criterios de exclusion

Se excluyeron los nifos afectos de otras patologias respiratorias cronicas
(fibrosis quistica, bronquiectasias, bronquiolitis obliterante, discinesia ciliar
primaria, neumopatias intersticiales), asi como los nifios que hubieran
presentado durante el ultimo mes una infeccion de vias respiratorias o una
exacerbacion aguda de asma en las ultimas 4 semanas, definida como

dificultad respiratoria y necesidad de corticoides orales.

Durante el periodo de inclusion se admitié que hasta un 50% de los nifios

estuviera recibiendo tratamiento de base de su asma.

IV.3. Variables del estudio

En todos los nifios se recogieron los siguientes datos de la anamnesis:

Edad, sexo, antecedentes familiares de asma, atopia (rinitis, dermatitis atépica)
y bronquitis en la infancia, ambiente de tabaquismo, edad de inicio de las crisis
asmaticas, tipo de crisis (precedidas o no de infecciones de vias respiratorias
altas), numero de crisis al afio, sintomatologia entre crisis, clasificacién de la
gravedad del asma (episodica ocasional, episédica frecuente, persistente
moderada o persistente grave segun la guia GEMA 2003)(248), tratamiento
recibido y fecha de la ultima crisis y del ultimo tratamiento corticoideo oral.

A todos los pacientes se les realizd el protocolo clinico siguiente:
hemograma, IgE total, IgE especifica y pruebas cutaneas (prick test) a los
siguientes neumoalergenos: dermatophagoides pteronyssinus,
dermatophagoides farinae, epitelios de perro y gato, alternaria, polenes de
olivo, parietaria, gramineas y platano.

Se determino la FENO mediante un analizador de quimioluminiscencia (modelo
NIOX; Aerocrine, Suecia), siguiendo las recomendaciones de la American
Thoracic Society (ATS) y de la European Respiratory Society (ERS) (180).
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IV.4. Técnicas de induccién de esputo y de laboratorio

IV.4.1. Induccién de esputo

Se realizé la induccién de esputo mediante nebulizacién de suero salino
hipertonico utilizando una ligera modificacién del método descrito por Pizzichini
y cols. (240;249).
Quince minutos antes de la induccién de esputo se realizd a los nifios una
espirometria basal y a continuacioén inhalaron 400 ug de salbutamol a través de
una camara espaciadora. En el caso de nifios con asma persistente grave se
anadi6 ademas 500 pg de salbutamol al suero hipertdénico para evitar la
broncoconstriccién.
Se nebulizé suero salino hipertdnico a concentraciones crecientes (alicuotas de
14 mlde 3,4y 5%).
Los nifios inhalaron durante 5 minutos cada concentracién, a través de una
boquilla y una tubuladura conectadas a un nebulizador ultrasénico.
Se realizé una fase inicial del estudio para valorar si era mas adecuado utilizar
un nebulizador ultrasoénico de bajo flujo (1 ml/min), o de alto flujo (> 2 ml/min),
con 2 objetivos:

- Averiguar con qué tipo de nebulizador se obtenia un mayor rendimiento

de la induccién de esputo (mayor numero de muestras obtenidas).

- Comparar la seguridad de ambas técnicas.
Los nebulizadores ultrasénicos utilizados fueron de bajo flup (OMRON NE-
UO7®, Vernon Hills, USA; débito de flujo 1 ml/min, capaz de generar particulas
con un diametro de masa media aerodinamico (MMAD) de 3,5 uym), y de alto
fluo (OMRON NE-U12®, Vernon Hills, USA; débito 3 ml/min, MMAD 4 um vy
DeVilbiss Ultraneb 3000®, Somerset, USA; débito 2,5 ml/min, MMAD 4 pm).
Después de cada periodo de 5 minutos se midi6 el FEV1 mediante espirometria
forzada. Se interrumpi6 la prueba cuando el FEV4 disminuy6 = 15%.
El nifio debia enjuagarse la boca con agua antes de la induccion y entre cada
periodo de 5 minutos, para minimizar la contaminacién de la muestra por
saliva. Después de cada periodo de 5 minutos se animdé al nifio para que

tosiera y arrancara el esputo para depositarlo en un contenedor estéril.
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Figura 3. Inducciéon de esputo con nebulizador ultrasénico DeVilbiss Ultraneb
3000® (Somerset, USA).

IV.4.2. Procesado de la muestra

IV.4.2.a. Preparacioén de la muestra

En la muestra de esputo obtenida se seleccionaron los tapones de moco de
origen bronquial, bien diferenciados de la saliva, que contiene numerosas
células escamosas.

Los tapones se pesaron (peso minimo aceptado: 0,05 g) en bascula de
precision y se afiadid un volumen (en ml) de solucién de DTT (dithiotreitol) al
0,1% (Calbiochem®, La Jolla, CA, USA) igual a 4 veces el peso del esputo (en
gramos).

Se agité la mezcla durante 10-15 segundos utilizando un mezclador Vortex a
una velocidad media de 2.500 rpm. Posteriormente se coloco el tubo en banco
mecedor durante 10 minutos. Se afnadié un volumen de PBS (solucién salina

de Dulbecco tamponada con fosfatos) igual al de la solucion de DTT empleada.
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La suspension resultante se filtré a través de una gasa de nylon de 48 um
(Millipore Corporate Headquarters, MA, USA), centrifugandose a continuacién
durante 10 minutos a 2.500 rpm.

Después de la centrifuga se obtuvo un sobrenadante bien diferenciado del
sedimento de células (“pellet’). Mediante una pipeta se aspird el sobrenadante
y se depositd en un tubo eppendorf que se colocoé en congelador a — 80°C. A
partir de este sobrenadante se realizaron posteriormente las determinaciones

de citoquinas y LTBa..

IV.4.2.b. Analisis microscépico de la muestra

Se afadio al sedimento celular 0,5 ml de PBS y se procedi6 a la observacién
de la muestra con un microscopio 6ptico Olympus CX 21. Las lecturas se
realizaron con un objetivo de 40 y la amplificacién final a 400 aumentos.

Se determind la contaminacién y la viabilidad de la muestra en una camara de

Neubauer.

Figura 4. Cuadricula de la camara de Neubauer.
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La camara de Neubauer es una camara de contaje adaptada al microscopio de
campo claro o al de contraste de fases. Se trata de un portaobjetos con una

depresion en el centro, en el fondo de la cual se ha marcado con la ayuda de
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un diamante una cuadricula como la que se ve en la imagen (figura 4). Es un
cuadrado de 3 x 3 mm, con una separacion entre dos lineas consecutivas de
0,25 mm. Asi pues el area sombreada y marcada L corresponde a 1 milimetro
cuadrado. La depresion central del cubreobjetos esta hundida 0,1 mm respecto
a la superficie, de forma que cuando se cubre con un cubreobjetos éste dista
de la superficie marcada 0,1 mm, y el volumen comprendido entre la superficie
L y el cubreobjetos es de 0,1 milimetro cubico, es decir 0,1 microlitro (250).

Para determinar la viabilidad celular se cuentan todas las células presentes en

las cuatro areas sombreadas L y en el area central.
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Figura 5. Representacion esquematica de la camara de Neubauer y de su
utilizacion.
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Se realiz6 recuento de todas las células presentes en las 5 areas de la camara
de Neubauer descritas previamente a la vez que se clasificaron en viables (V),

no viables (NV) y escamosas (E).

El recuento celular total (RCT) es la suma de células viables (V) y no viables
(NV) menos las células escamosas contaminantes (E)(251):
RCT = (V+NV)-E

El porcentaje de células contaminantes es(251):
%E = E/(V+NV)x100

El porcentaje de células viables o la viabilidad se obtuvo a partir de la siguiente
férmula(251):
%V = V/IRCTx100

Se consideré contaminacion de la muestra a partir de un 20% de células

escamosas, procedentes de la saliva (ver figura 6).

La viabilidad celular se determiné mediante el método de exclusion del azul
de tripano, coloide que se introduce en el interior de las células que presentan
roturas en la membrana. Se considerd una muestra con una buena viabilidad
a partir de un 60% de células viables.

La muestra fue valida cuando reunia las dos condiciones anteriores: células
escamosas < 20% y células viables = 60.

A partir del recuento celular total y conociendo el volumen de liquido utilizado
(cantidad total de DTT y PBS que era igual a 8 veces el peso de los tapones de
moco seleccionados) se calculd la concentracion celular en la preparacion.

Una vez calculada la concentracion, se multiplico ésta por el peso del esputo y

se obtuvo el numero total de células por gramo de esputo.

Para poder realizar el recuento diferencial de las células de la muestra se
realizé la citocentrifugacion. Este método consiste en colocar la muestra en el
portaobjetos mediante una centrifuga, de manera que las células se situan, de

forma ordenada, en un area circular determinada del portaobjetos y el fondo de
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la preparacion queda algo mas nitido. La citocentrifuga consta de unos
soportes que sostienen el portaobjetos y una camara donde se coloca la
muestra en suspension. Entre el portaobjetos y la camara se coloca un filtro
con un orificio de un diametro igual o superior al de la camara que permite dejar
pasar la muestra al portaobjetos y absorbe el liquido y los restos de células, de
moco, de bacterias, etc. Se colocaron 100 pl y 60 ul de células resuspendidas
en PBS a partir del pellet celular, en dos camaras de la citocentrifuga y se
centrifugd durante 6 minutos a 450 rpm. A partir de cada muestra procesada se

obtuvieron dos preparaciones de células en dos portas.

Después de dejarlas secar al aire, se fijaron las preparaciones con metanol
(durante 10 minutos) y posteriormente se tifieron (tincion de May-Griunwald-
Giemsa) para poder realizar el recuento diferencial celular mediante el
recuento de 400 células de la preparacion (figuras 7 a 10).

La sistematica que se siguid para el recuento celular diferencial fue la
siguiente(251):

1. Se realiz6 examen rapido de toda la preparacion a 100 aumentos
(objetivo de 10x y visor de 10x) tenida, para identificar las zonas donde
hubiera una distribucién homogénea de las células.

2. Se procedio al recuento en una zona adecuada de la preparacion y
desde una de sus esquinas se contaron todas las células que aparecian
en el campo. Una vez contadas, se cambiaba al siguiente campo
describiendo un trayecto sinusoidal (de arriba hacia abajo y hacia la
derecha, y después desde abajo hacia arriba y luego a la derecha, etc.)

(ver esquema).

3. El recuento se realizé a 400 aumentos (objetivo de 40x y visor de 10x) y
los porcentajes relativos se obtuvieron a partir de las 400 células. No se

incluyeron las células escamosas.
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Figura 6. Células escamosas (x 100; tincién de May-Griunwald-Giemsa) que se
reconocen por su gran tamano y su citoplasma claro, que les da un aspecto en

‘huevo frito”. Son células provenientes de
contaminacién de la muestra de esputo inducido.

la saliva,

consideradas

Figura 7. Extension de células de paciente asmatico atépico al microscopio

optico (x 10) con tincién de May-Grinwald-Giemsa.
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Figura 8. Extension de células de paciente asmatico atépico al microscopio
optico (x 20) con tincion de May-Grinwald-Giemsa. Destaca la abundante
presencia de macrofagos (flechas negras) y de eosindfilos (flechas fucsia).
Puede verse alguna célula escamosa (de la saliva), con su citoplasma claro
(aspecto de “huevo frito”).

Figura 9. Detalle de la extensién de células del esputo inducido de paciente
asmatico atépico al microscopio éptico (x 40) en la que se observa claramente
la presencia de un agrupamiento de 5 eosindfilos. Se reconocen los eosinofilos
por su nucleo arrifionado o doble y sus granulos citoplasmaticos refringentes,
que adoptan una coloracién anaranjada.
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Figura 10. Extension de células de esputo inducido con tinciéon de May-
Grunwald-Giemsa, vistas al microscopio oOptico (x 100). EI macréfago (M) se
reconoce por ser la célula de mayor tamafo y adoptar una coloracion violacea.
El linfocito (L) es la célula de menor tamafio y contiene un nucleo de aspecto
denso, que ocupa la practica totalidad del citoplasma. Los neutréfilos (N)
contienen nucleos polimorfos que suelen ser bilobulados. Los eosindéfilos (Eo)
se reconocen por su nucleo arriionado y sobre todo, por la presencia de
granulos refringentes en su citoplasma.
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IV.4.3. Determinacion de citoquinas

La determinacién de los niveles de IL-4, IL-5, IL-10, IL-6, IFN-y, IL-2, IL-1pB, IL-
8, TNF-a e IL-12p70 en el sobrenadante de las muestras de esputo se realiz
mediante citometria de flujo (Bender Medsystem, USA). Los limites de
sensibilidad de la técnica (pg/ml) fueron 20,8; 1,6; 1,9; 1,2; 1,6; 16,4; 4,2; 0,5;
3,2 y 1,5 respectivamente. En las muestras con niveles indetectables (IFN- vy,
IL-2, IL-10, IL-6, TNF-a e IL-12p70 en los controles) se utilizé el valor del limite
de sensibilidad para poder realizar las comparaciones estadisticas.

La concentracion de LTB4 se determind mediante un
enzimoinmunoensayo competitivo (Cayman Chemical, Ann Arbor, MIl, USA). El

limite de sensibilidad del método fue de 13 pg/ml.

IV.5. Analisis estadistico

El analisis estadistico de los datos obtenidos se realizé con la ayuda del
programa estadistico SPSS® version 15.0. Se aplicaron los siguientes tests
parameétricos 0 no parameétricos segun los grupos seguian o no una distribucién
normal (prueba de normalidad de Kolmogorow-Smirnov), y segun fuera
apropiado: t de Student para datos no apareados, analisis de la varianza de una
via, test no paramétricos de la U de Mann-Witney, y de Kruskal-Wallis, Chi-
cuadrado, prueba exacta de Fisher y correlacion lineal de Pearson. Se
consideraron significativos valores de p < 0,05. Los resultados se expresaron
como media, desviacion estandar (DE), e intervalo de confianza al 95% (IC 95%)
o mediana y rango intercuartilico en el caso de que las variables no siguieran una

distribucion normal.
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V. RESULTADOS

V.1. Estudio piloto

Se realizé una fase inicial del estudio para valorar si era mas adecuado utilizar
un nebulizador ultrasoénico de bajo flujo (1 ml/min), o de alto flujo (> 2 ml/min),
con 2 objetivos(252):
- Averiguar con qué tipo de nebulizador se obtenia un mayor rendimiento
de la induccién de esputo (mayor numero de muestras obtenidas).
- Comparar la seguridad de la induccién de esputo con los 2 tipos de
nebulizadores.
En esta fase piloto se realizaron 49 inducciones de esputo en 49 nifios (27
varones) asmaticos (34 con asma atépica y 15 con asma no atépica) con una
edad mediana de 11 afios (rango de 7 a 15 afos). Catorce pacientes
presentaban asma episodica ocasional, 12 episddica frecuente, 14 persistente
moderada y 9 persistente grave. El porcentaje del FEV4 respecto al valor
tedrico medio antes de la induccién de esputo fue del 97,7% (IC 95% 91,2% -
104,2%).
No se observaron diferencias entre los grupos de bajo flujo y alto flujo en

cuanto a la edad, sexo, y FEV4 basal (tabla 9).

Tabla 9. Estudio piloto. Comparacion de las caracteristicas basales entre los
grupos “bajo flujo” y “alto flujo”

BAJO FLUJO ALTO FLUJO Valor de p
Sexo
Varones 6 21
Mujeres 9 13 0.27
(Ea‘i'%i)med'a 111 (2,0) 10,8 (2,5) 0,64
FEV, basal
(% respecto al 99,4% (24,6) 97% (20,9) 0,73

valor teérico)

Valores expresados como media y desviacion estandar (entre paréntesis)
FEV,: volumen espiratorio forzado en el primer segundo
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En 15 nifios se realizd la induccion de esputo utilizando un nebulizador
ultrasénico de bajo flujo (Omron NE-UO7®) y en 34 nifios se hizo con un
nebulizador ultrasénico de alto fluo (OMRON NE-U12® 6 casos, DeVilbiss
Ultraneb 3000® 28 casos). Se obtuvieron 37 muestras (75,5% del total de las
inducciones), de las que 36 tenian células escamosas < 20% y 26 una
viabilidad = 60%, lo que supone un total de 25 muestras validas (51% de todas
las inducciones).

El rendimiento de la prueba fue mayor con los nebulizadores de alto flujo, con
los que se obtuvo un 85,3% de muestras, frente al 53% (p = 0,04) con los de
bajo flujo. El 62,5% de las muestras obtenidas con el nebulizador de bajo flujo
fueron validas, frente al 69% con los de alto flujo (p = 0,7) (tabla 10), lo que
resulta en un 33% de muestras validas respecto al total de intentos de
induccion con los nebulizadores de bajo flujo, frente al 59% con los de alto flujo
(p =0,22).

Tabla 10. Estudio piloto. Rendimiento de los diferentes nebulizadores utilizados
para la induccién de esputo

BAJO FLUJO ALTO FLUJO Valor de p
(Omron (Omron NEU12°,
NEU07®) DeVilbiss Ultraneb
3000°)
Flujo 1 ml/min 2,5 - 3 ml/min
MMAD 3,5 um 4 uym
Numero de
15 34

inducciones
Muestras

8 (53%) 29 (85,3%) 0,04
obtenidas
Muestras

1(12,5%) 0 0,21
contaminadas*
Muestras viables* 6 (75%) 20 (69%) 1
Muestras validas* 5 (62,5%) 20 (69%) 0,70

MMAD: diametro aerodinamico de la mediana de la masa

*: Porcentajes expresados sobre las muestras obtenidas en cada grupo
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No hubo diferencias en el rendimiento de la técnica entre los nifios con
diferente gravedad del asma (p = 0,13), ni en relacién a la edad de los
pacientes comparando los nifios de 7-9 afos con los de mayor edad (p = 0,26)
No hubo diferencias en el rendimiento entre los dos tipos de nebulizadores de
alto flujo (p = 0,26).

En cuanto a los efectos adversos observados, fueron de tipo local y leves en
todos los casos (tabla 11). En ninguno de los 49 nifios se observé caida del
FEV4 > 15%, y solo en 4 casos fue superior al 10% (3 con el nebulizador de
bajo flujo y 1 con los de alto flujo).

Con el nebulizador de bajo flujo se presentd tos en el 47% de los pacientes,
picor de garganta en el 40% y picor de ojos en el 20%. Con los nebulizadores
de alto flujo disminuyd la incidencia de tos (17,6%) y de picor de ojos (0%),
aunque se vio aumentado el sabor desagradable (82,3%) y la sialorrea
(14,7%).

Tabla 11. Estudio piloto. Efectos secundarios de los diferentes nebulizadores
utilizados para la induccion de esputo

BAJO FLUJO ALTO FLUJO
(Omron NEUOQ7) (Omron NEU12 Valor de p
(n=15) DeVilbiss Ultraneb
3000)
(n =34)
Tos 7 (47%) 6 (17,6%) 0,08
Picor garganta 6 (40%) 8 (23,6%) 0,3
Picor ojos 3 (20%) 0 0,02
Sabor
0 28 (82,3%) < 0,001

desagradable
Sialorrea 0 5 (14,7%) 0,3
Sibilantes 1(6%) 0 0,3

Una vez finalizado el estudio piloto, el resto de inducciones se realizé con el
nebulizador de alto flujo DeVilbiss Ultraneb 3000®.
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V.2. Grupos de estudio

Se han estudiado un grupo de nifios sanos (n = 31), y un grupo de nifios
asmaticos (n = 77). La edad de los nifios sanos oscilé entre 7 y 14 afios y la de
los niflos con asma entre 7 y 15 afos. En la tabla 12 se muestran comparadas
las caracteristicas demograficas y de funcién pulmonar de ambos grupos. Los
2 grupos fueron comparables en cuanto a edad, sexo, peso y talla. El grupo de
niAos con asma, como era esperable, tuvo una peor funcién pulmonar basal
que el grupo control, reflejada en un menor valor del cociente FEV4/FVC

(capacidad vital forzada), indicativo de obstruccion bronquial.

Tabla 12. Caracteristicas demograficas y de funcién pulmonar basal del grupo
control y del grupo de nifios asmaticos

Controles Asmaticos

(n=31) (n=77) Valor de p
Edad 11 (2) 11 (2) 0,93
Sexo (% varones) 17 (55%) 52 (68%) 0,21
Peso (kg) 44 (11) 49 (15) 0,09
Talla (cm) 150 (13) 150 (15) 0,97
FVC(%) 93% (12) 92% (15) 0,63
FEV1(%) 95% (11) 90% (21) 0,11
FEV./FVC 89% (4) 81% (10) < 0,0001

Valores expresados como media y desviacion estandar (entre paréntesis)
FVC: capacidad vital forzada; FEV4: volumen espiratorio forzado en el primer segundo

V.3. Induccidén de esputo

La tasa de éxito de la induccién fue similar entre los dos grupos: en mas del
75% de inducciones se obtuvo una muestra, con una viabilidad superior al
60%. El porcentaje de muestras validas fue alrededor del 60% en ambos

grupos (tabla 13).
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Tabla 13. Caracteristicas de la induccion de
en los controles y en los asmaticos

esputo y de la muestra obtenida

Controles Asmaticos Valor de p
(n=31) (n=77)

Obtencion muestra 24 (77%) 64 (83%) 0,49
Viabilidad muestra (si) 19 (61%) 52 (68%) 0,83
Células viables 71% (DE 16) 73% (DE 18) 0,66
Ausencia de

contaminaciéon de la 88% 97% 0,09
muestra

Células escamosas 8% (DE 12) 3% (DE 6) 0,18
Muestra valida 75% 77% 0,88

DE: desviacion estandar

V.3.1. Seguridad de la induccion de esputo

Los efectos secundarios observados, fueron de tipo local y leves en todos los

casos (tabla 14).

Los nifilos asmaticos presentaron mas tos, picor de garganta y sialorrea que los

controles. No existieron diferencias entre los 2 grupos para el resto de efectos

adversos (picor de ojos, sabor desagradable y sibilantes).

Soélo 5 niflos (2 con asma episdédica ocasional y 3 episodica frecuente)

presentaron una caida del FEV4 =2 15% que revirtié con la administracion de

salbutamol (400 pg) inhalado.
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Tabla 14. Efectos adversos de la induccién de esputo en el grupo control y en
el grupo de pacientes asmaticos

Controles Asmaticos Valor de p
(n=31) (n=77)
Tos 2 (7%) 22 (29%) 0,01
Picor de garganta 6 (19%) 32 (42%) 0,03
Picor de ojos 0 4 (5%) 0,20
Sabor desagradable 16 (52%) 43 (56%) 0,69
Sialorrea 5 (16%) 29 (38%) 0,03
Sibilantes 0 1 (1%) 0,52

V.4. Caracteristicas de la celularidad en el esputo inducido

El peso del esputo fue mayor en los asmaticos que en los controles, asi como
el numero total de células por mm?® y de células por gramo de esputo (tabla 15).
En el recuento celular diferencial existieron diferencias estadisticamente
significativas entre los controles y los asmaticos en el porcentaje de eosindfilos
(superior en el grupo de asmaticos), y en el de linfocitos y macréfagos (mayor
en el grupo control). No hubo diferencias significativas entre ambos grupos en

el porcentaje de neutréfilos (ver tabla 15).
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Tabla 15. Caracteristicas del recuento celular en el grupo control y en el grupo de pacientes asmaticos

Controles Asmaticos Valor Controles Asmaticos Valor
(media y desviacién (media y desviacién  de p (mediana y rango (mediana y rango de p
estandar) estandar) intercuartilico) intercuartilico)

o as muestra 0,2 (0,1) 0,8 (1,3) 0,001 13 <(°n’2; h 0.22) 0,35 ((0,{1238) L1 0,001
Peso esputo (g) 0,14 (0,11) 0,2 (0,2) 0,02 0,10 ((On,ggsa) 0,21) 0,15 ((061238) 0,26) 0,02
g:rl:;ltaos x10%/g de 7 (14) 37 45) o037 138 ((0,{1248) 2,77) 2,31 Eg,=8663)a 48) oo
Eosindfilos (%) 0.6 (1,0 68(128) 0015 Tz nest) -
Neutréfilos (%) 36,6 208) 45,5 27.9) ora 3 (2(:1 52 )48,5) 41 ((§25a1 )67) 0.20
Linfocitos (%) 3,.8(2.7) 2.5 (4,0) 0,004 3(r(11=§1?) 1(r(12561:;) 0,004
Macrofagos (%) 59,0 (21,0) 452(259) 0,035 58 (fnszg 17)5’5) 40 ((53581 )69) 0,02

Nota: En los controles, todas las variables excepto el porcentaje de eosindfilos en esputo, siguen una distribucién normal. En los asmaticos, sélo siguen una
distribuciéon normal los porcentajes de neutrdéfilos y macréfagos en esputo inducido. A pesar de estas diferencias entre grupos, se ha incluido tanto la media

como la mediana para facilitar la comparacion con otros estudios de la literatura.
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En el grupo de pacientes asmaticos encontramos una correlacién positiva, pero
débil, entre el porcentaje de eosindfilos en el esputo inducido y el valor de la
FENO (r= 0,34, p=0,03) (figura 11).

Figura 11. Correlacion entre FENO y eosindfilos (%) en esputo inducido de

asmaticos
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V.5. Concentracion de citoquinas en el esputo inducido

En la tabla 16 se muestran las concentraciones (en pg/ml) de citoquinas en el

esputo inducido de los controles y los asmaticos.

No existieron diferencias estadisticamente significativas en las concentraciones

en esputo inducido de IL-1B ni IL-6 entre los controles y los asmaticos. El IFN-y,

las IL-2, IL-4, IL-5, IL-8 e IL-12p70 fueron superiores en los asmaticos. La IL-10

y el TNF-a fueron superiores en los controles respecto a los asmaticos.

Tabla 16. Concentracion de citoquinas (pg/ml) en el esputo de los controles y

los asmaticos

Controles Asmaticos Valor de
p
IFN-y 1,6 (1,6 2 1,6) 257,6 (113,5 a 429,8) < 00,0001
(n=18) (n=40)
IL-2 112,2 (42,3 a 144,9) 490,8 (342,4 a 642,9) < 00,0001
(n=18) (n=40)
IL-10 34,9 (12,9 a 55) 12,35 (7,0 a 24,2) 0,01
(n=18) (n=31)
IL-8 988,2 (741,7 2 1869,2) 4743,3 (3510,7 2 8016,3) < 0,0001
(n=17) (n=40)
IL-6 62,2 (39,9 a77,3) 34,1 (28,5 a83,4) 0,31
(n=18) (n=31)
IL-4 152,4 (89,9 a 285,3) 1602,7 (715,7 a 2657,4) < 0,0001
(n=18) (n=40)
IL-5 47,5(24,6 a71,9) 229,7 (63,5 a 347,7) < 00,0001
(n=17) (n=40)
IL-1B 74,9 (33,0 298,2) 48,8 (32,4 a77,3) 0,47
(n=18) (n=39)
TNF-a 11,2 (4,7 a 84,9) 5,4 (3,2a8,8) 0,04
(n=18) (n=30)
IL-12p70 12,3 (7,4 a29,2) 58,4 (34,5 a 112,6) < 00,0001

(n=17)

(n=40)

Valores expresados como mediana y rango intercuartilico (entre paréntesis)
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V.6. Comparacién del perfil inflamatorio entre los pacientes asmaticos
atépicos y no atépicos

De los 77 asmaticos, 60 (78%) presentaban asma atopica y 17 (22%) no
atopica.

Las caracteristicas de los asmaticos atdpicos y no atdpicos, las medidas de los
diferentes parametros efectuadas en el esputo inducido y las comparaciones
entre grupos (asmaticos atopicos versus asmaticos no atopicos por un lado y
comparacion entre los 3 grupos por otro: controles, asmaticos atopicos y
asmaticos no atopicos) se recogen en las tablas 17 a 25 y en las figuras 12
hasta la 26.

Los grupos estudiados fueron comparables sin que se observasen diferencias
en sus caracteristicas basales, con excepcion del cociente FEV4/FVC que fue
mayor en los controles que en los asmaticos atdpicos y no atopicos y de la
FENO, que fue mayor en los asmaticos atopicos que en los no atopicos. No se
realizé determinacioén de FENO en los controles.

En cuanto al recuento diferencial celular del esputo, encontramos los siguientes
resultados:

El numero de eosindfilos en esputo inducido fue mayor en los asmaticos
atopicos que en los controles y que en los asmaticos no atdpicos. No hubo
diferencias entre los controles y los asmaticos no atopicos.

No existieron diferencias en el numero de neutréfilos entre los 3 grupos.

En cuanto a los linfocitos, su numero fue mas elevado en los controles respecto
a los asmaticos, tanto atopicos como no atdpicos, sin que se observaran
diferencias entre estos 2 grupos.

Finalmente, el porcentaje de macrofagos fue mayor en los controles que en los
asmaticos atopicos, sin que se observaran diferencias entre controles vy
asmaticos no atépicos ni entre asmaticos atdpicos y no atopicos.

En la determinacién de la concentracion de citoquinas en el sobrenadante del
esputo inducido, se obtuvieron los siguientes resultados:

Las concentraciones de IFN-y, IL-2 e IL-8 fueron mayores en los asmaticos
tanto atdopicos como no atopicos, que en los controles, siendo el IFN-y
indetectable en los controles. En el caso de la IL-8 no existieron diferencias
entre asmaticos, sin embargo fueron mayores las concentraciones de IFN-y e

IL-2 en los atdpicos que en los no atdpicos.
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Las concentraciones de IL-4 e IL-5 fueron mayores en los asmaticos atdpicos
que en los asmaticos no atopicos y en los controles. No hubo diferencias entre
controles y asmaticos no atopicos.

La concentracion de IL-12p70 fue mas elevada en los asmaticos atdpicos que
en los controles y que en los asmaticos no atopicos, sin que se observasen
diferencias entre controles y asmaticos no atopicos.

La concentracion de IL-10 fue mayor en los controles que en los atdpicos sin
que se observasen diferencias entre asmaticos o entre controles y asmaticos
no atopicos, aunque en este ultimo caso rozara la significacion estadistica
(p=0,05) y fuera mayor en los controles.

No se observaron diferencias entre los grupos en las concentraciones de |L-6,
IL-18 ni TNF-a, aunque para esta citoquina se rozo la significacion estadistica

(p=0,05), siendo mayor en controles respecto a asmaticos atopicos.
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Tabla 17. Caracteristicas demograficas y clinicas del grupo control y los
pacientes asmaticos atopicos y no atoépicos
Asmaticos Asmaticos
Controles - . Val
(n = 31) atopicos no atopicos alor de p
(n =60) (n=17)
Edad
11 (2) 11 (2) 11 (2) 0,64
Sexo
(% varones) 55% 68% 65% 0,45
Peso (kg)
44 (11) 49 (16) 48 (15) 0,32
Talla (cm)
150 (13) 150 (15) 148 (14) 0,81
FVC (%)
93% (12) 93% (16) 88% (12) 0,47
FEV. (%)
95% (11) 91% (21) 86% (20) 0,29
FEV./FVC
89% (4) 82% (9) 81% (12) < 0,0001
Caida FEV,
SSH 5% 2% (1) 5% (14) 3% (11) 0,52
FENO (ppb)
40 (37) 11 (5) < 0,0001

Valores expresados como media y desviacion estandar (entre paréntesis)
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Figura 12. Fraccion exhalada de éxido nitrico (FENO) en asmaticos atépicos y

no atépicos
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Tabla 18. Celularidad en esputo inducido en los controles, en los asmaticos atdpicos y en los asmaticos no atépicos

Controles Asmaticos Asmaticos Valor Controles Asmaticos Asmaticos Valor
(media y atopicos no atépicos dep (medianayrango atopicos no atépicos dep
desviacion (media y (media y intercuartilico) (mediana y (mediana y
estandar) desviacion desviacion rango rango
estandar) estandar) intercuartilico) intercuartilico)
Eosindéfilos(%)
0,6 (1,0) 7,8 (13,5) 0,1(0,4) 0.001 0(@at) 1,5(0a9) 0(0ao) 0.001
(n=21) (n=44) (n=7) ’ (n=21) (n=44) (n=7) ’
Neutroéfilos(%)
36,6 (20,8) 43,4 (27,7) 58,7 (26,7) 015 37 (21,5a48,5) 39,5(16,3a 60 (31a85) 019
(n=21) (n=44) (n=7) ’ (n=21) 63,5) (n=7) ’
(n=44)
Linfocitos(%)
3,8 (2,7) 2,8 (4,2) 0,9 (1,6) 0.006 3(1a6) 1(1a3) 0(0a?2) 0.01
(n=21) (n=44) (n=7) ’ (n=21) (n=44) (n=7) ’
Macrofagos(%)
59,0 (21,0) 46,0 (26,0) 41,0 (26,3) 0.095 58 48a 75,5 39,5(23,3a 40(15a69) 007
(n=21) (n=44) (n=7) ’ (n=21) 69,8) (n=7) ’
(n=44)

Nota: En los controles, todas las variables excepto el porcentaje de eosindfilos en esputo, siguen una distribucién normal. En los asmaticos atdpicos, soélo
siguen una distribucion normal los porcentajes de neutréfilos y macréfagos en esputo inducido. En cuanto al grupo de asmaticos no atdpicos son muy pocos
casos. A pesar de estas diferencias entre grupos, se ha incluido tanto la media como la mediana para facilitar la comparaciéon con otros estudios de la

literatura.
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Tabla 19. Comparacion de la celularidad en esputo inducido entre los controles
y los asmaticos atopicos

Controles Asmaticos Valor de p
atopicos

Eosinoéfilos(%) 0(at) 1,5(0a9) 0,003
(n=21) (n=44)

Neutrofilos(%) 37 (21,5a48,5) 39,5(16,3a63,5) 0,32
(n=21) (n=44)

Linfocitos(%) 3(1a6) 1(1a3) 0,01
(n=21) (n=44)

Macrofagos(%) 58 (48 a 75,5) 39,5 (23,3 a2 69,8) 0,03
(n=21) (n=44)

Valores expresados como mediana y rango intercuartilico (entre paréntesis)

Tabla 20. Comparacion de la celularidad en esputo inducido entre los controles
y los asmaticos no atopicos

Controles Asmaticos Valordep
no atopicos

Eosinoéfilos(%) 0(at) 0(0ao) 0,41
(n=21) (n=7)

Neutrofilos(%) 37 (21,5a48,5) 60(31a85) 0,10
(n=21) (n=7)

Linfocitos(%) 3(1a6) 0(0a?2 0,002
(n=21) (n=7)

Macrofagos(%) 58 (48 a 75,5) 40 (15 a 69) 0,13
(n=21) (n=7)

Valores expresados como mediana y rango intercuartilico (entre paréntesis)

Tabla 21. Comparacion de la celularidad en esputo inducido entre los
asmaticos atopicos y los asmaticos no atopicos

Asmaticos Asmaticos Valor de p
atopicos no atopicos
Eosinoéfilos(%) 1,5(0a9) 0(0ao) 0,02
(n=44) (n=7)
Neutrofilos(%) 39,5(16,3 a 60 (31 a 85) 0,17
63,5) (n=7)
(n=44)
Linfocitos(%) 1(1a3) 0(0a?2 0,15
(n=44) (n=7)
Macrofagos(%) 39,5(23,3a 40 (15 a 69) 0,66
69,8) (n=7)
(n=44)

Valores expresados como mediana y rango intercuartilico (entre paréntesis)
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Tabla 22. Concentracion de citoquinas (pg/ml) en el esputo inducido de los
controles, los asmaticos atépicos y los asmaticos no atopicos

c Asmaticos Asmaticos no Valor de
ontroles - -
atopicos atopicos p
1,6 261,2 40,7
IFN-y (1,6 a1,6) (155,7 a 436,5) (29,4 a 201,6) < 0,0001
(n=18) (n=35) (n=5)
112,2 507,7 281,8
IL-2 (42,3 a144,9) (369,1 a 655,9) (236,1 a 324,6) < 0,0001
(n=18) (n=35) (n=5)
34,9 14,5 9,4 003
IL-10 (12,9 a 55) (7,0 a 26,4) (6,6 a 15,4) ’
(n=18) (n=26) (n=5)
4717,8
988,2 ’ 5360,3
L8 (741,7218692) (200228 (3641 5ag572,4) 00001
(n=17) 8209.6) (n=5)
(n=35)
62,2 341 32,9
IL-6 (39,9a77,3) (27,9a91,2) (26,4 a 119,3) 0,60
(n=18) (n=26) (n=5)
1749,3
152,4 i 362,8
L4  (899a2853)  \0977a (161,626152) 00001
(n=18) 2934.7) (n=5)
(n=35)
47,5 2494 26,8
IL-5 (24,6 a71,9) (82 a 370) (20,2 a 64,1) < 0,0001
(n=17) (n=35) (n=5)
74,9 59,1 29,9
IL-1B (33,02 98,2) (33,1a117,8) (16,4 a 48,3) 0,15
(n=18) (n=35) (n=4)
11,2 54 5,4
TNF-a (4,7 2 84,9) (3,2a9,6) (3,7a6,2) 0,11
(n=18) (n=26) (n=4)
IL- 12,3 63,2 30,6
12p70 (7,4 a29,2) (38,9 a 126,8) (6,0 242,2) < 0,0001
(n=17) (n=35) (n=5)

Valores expresados como mediana y rango intercuartilico (entre paréntesis)
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Tabla 23. Comparacién de la concentracion de citoquinas (pg/ml) en esputo
inducido entre controles y asmaticos atopicos

Controles ASI‘!’la-tICOS Valor de p
atopicos
16 261.2
IFN-y (1,62 1,6) (1557 a 436,5) < 0,0001
(n=18) (n=35)
112,2 5077
IL-2 (42321449)  (369,126559)  <0,0001
(n=18) (n=35)
34,9 145 0.02
IL-10 (12,9 a 55) (7.0 a 26,4) :
(n=18) (n=26)
988,2 47178
IL-8 (741,72 1869,2) (35022 a 8209,6) - 2-0001
(n=17) (n=35)
62,2 34,1
IL-6 (39.9 3 77.3) (27,93 91,2) 0,35
(n=18) (n=26)
152.4 1749.3
IL-4 (89.922853)  (1097.7a2934,7) - 0:0001
(n=18) (n=35)
475 2494
IL-5 (24,6 2 71,9) (82 a 370) < 0,0001
(n=17) (n=35)
74.9 59,1
IL-1B (33,0 2 98.2) (33.1 2 117.8) 0,69
(n=18) (n=35)
112 5,4
TNF-a (4.7 a 84,9) (3,2 2 9,6) 0,05
(n=18) (n=26)
12.3 63,2
IL-12p70 (7.4 2 29,2) (38,92 126,8) < 0,000
(n=17) (n=35)

Valores expresados como mediana y rango intercuartilico (entre paréntesis)
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Tabla 24. Comparacién de la concentracion de citoquinas (pg/ml) en esputo
inducido entre controles y asmaticos no atépicos

Asmaticos no

Controles - Valor de p
atopicos
1,6 40,7
IFN-y (1,6 a 1,6) (29,4 a 201,6) 0,004
(n=18) (n=5)
112,2 281,8
IL-2 (42,3 a 144,9) (236,1 a 324,6) < 0,0001
(n=18) (n=5)
34,9 9,4 0.05
IL-10 (12,9 a 55) (6,6 a154) ’
(n=18) (n=5)
988,2 5360,3 0.001
IL-8 (741,7 2 1869,2) (3641,6 a 8572,4) ’
(n=17) (n=5)
62,2 32,9
IL-6 (39,9a77,3) (26,4 a 119,3) 0,50
(n=18) (n=5)
152,4 362,8 015
IL-4 (89,9 a 285,3) (161,6 a 615,2) ’
(n=18) (n=5)
47,5 26,8
IL-5 (24,6 a71,9) (20,2 a64,1) 0,50
(n=17) (n=5)
74,9 29,9
IL-1B (33,02 98,2) (16,4 a 48,3) 0,08
(n=18) (n=4)
11,2 54
TNF-a (4,7 a 84)9) (3,7 a6,2) 0,17
(n=18) (n=4)
12,3 30,6
IL-12p70 (7,4 a 29,2) (6,0 242,2) 0,65
(n=17) (n=5)

Valores expresados como mediana y rango intercuartilico (entre paréntesis)
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Tabla 25. Comparacién de la concentracion de citoquinas (pg/ml) en esputo
inducido entre asmaticos atdpicos y asmaticos no atoépicos

Asmaticos Asmaticos no Valor de p
atépicos atépicos
261,2 40,7
IFN-y (155,7 a 436,5) (29,4 a 201,6) 0,02
(n=35) (n=5)
507,7 281,8
IL-2 (369,1 a 655,9) (236,1 a 324,6) 0,003
(n=35) (n=5)
14,5 9,4 039
IL-10 (7,02 26,4) (6,6 a15,4) ’
(n=26) (n=5)
4717,8 5360,3 075
IL-8 (3502,2 a 8209,6) (3641,6 a 8572,4) ’
(n=35) (n=5)
34,1 32,9
IL-6 (27,92 91,2) (26,4 a 119,3) 0,90
(n=26) (n=5)
1749,3 362,8 0.001
IL-4 (1097,7 2 2934,7) (161,6 a615,2) ’
(n=35) (n=5)
2494 26,8
IL-5 (82 a 370) (20,2 a64,1) 0,001
(n=35) (n=5)
59,1 29,9
IL-1B (33,1a117,8) (16,4 a 48,3) 0,07
(n=35) (n=4)
54 5,4
TNF-a (3,2a9,6) (3,7 a6,2) 0,66
(n=26) (n=4)
63,2 30,6
IL-12p70 (38,9 a2 126,8) (6,0 242,2) 0,01
(n=35) (n=5)

Valores expresados como mediana y rango intercuartilico (entre paréntesis)
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Figuras 13 a 16. Recuento celular diferencial en esputo inducido de los controles, los asmaticos atépicos y los asmaticos no
atopicos (el asterisco indica que existen diferencias significativas entre los grupos).
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Figura 13. Porcentaje de eosindfilos en esputo inducido.  Figura 14. Porcentaje de linfocitos en esputo inducido.
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Figura 15. Porcentaje de macréfagos en esputo inducido. Figura 16. Porcentaje de neutréfilos en esputo inducido.
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Figuras 17 a 26. Concentracion de las diferentes citoquinas determinadas en esputo inducido de los controles, los asmaticos

atopicos y los asmaticos no atdpicos (el asterisco indica que existen diferencias significativas entre los grupos).
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Figura 17. Concentracion de IFN-y (pg/ml)
en esputo inducido.
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Figura 19. Concentracion de IL-12p70
(pg/ml) en esputo inducido.
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Figura 18. Concentracion de IL-10 (pg/ml)
en esputo inducido.

200

-

T T T

Control Asma Asma no
atopica atépica

Figura 20. Concentracion de IL-13 (pg/ml)
en esputo inducido.
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Figura 21. Concentracion de IL-2 (pg/ml)
en esputo inducido.
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Figura 23. Concentracion de IL-5 (pg/ml)
en esputo inducido.
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Figura 22. Concentracion de IL-4 (pg/ml)
en esputo inducido.
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Figura 24. Concentracion de IL-6 (pg/ml)
en esputo inducido.
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Figura 25. Concentracion de IL-8 (pg/ml)
en esputo inducido.
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Figura 26. Concentracion de TNF-a (pg/ml) en
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En asmaticos atépicos (n=35) no encontramos correlaciones significativas entre
eosinofilos en esputo e IL-4 o IL-5 ni entre FENO y eosindéfilos en esputo
(r=0,29, p=0,088). Tampoco encontramos correlacion entre neutréfilos en
esputo e IL-8.

En asmaticos no atdpicos (n=5) no encontramos correlacién entre IL-8 y
neutroéfilos (r=-0,043, p=0,945).

V.7. Comparacioén entre asmaticos segun recibieran o no tratamiento con
dlucocorticoides inhalados (GCI)

Recibian tratamiento de base con glucocorticoides inhalados 26 asmaticos
(34%) frente a 51 (66%).

En las tablas 26 a 28 se recogen las caracteristicas y las medidas de los
diferentes parametros estudiados en los 2 grupos: asmaticos en tratamiento
con GCI y asmaticos sin tratamiento con GCI.

La FENO se encontraba mas elevada en el grupo de asmaticos que no recibian
tratamiento que en el que se encontraban recibiendo GCI. No existieron
diferencias en la funcién pulmonar ni en la edad entre los 2 grupos.

Tampoco existieron diferencias en la celularidad ni en las caracteristicas del
esputo entre los 2 grupos.

En cuanto a las citoquinas, solo existieron diferencias en la concentracién de
IL-8, siendo mas elevada en los que recibian tratamiento. Para el resto de
citoquinas, no existieron diferencias aunque en el caso de la IL-2, IL-4 e IL-5,
las concentraciones fueron mayores en los tratados, con un grado de

signifacion estadistica de 0,06; 0,06 y 0,08 respectivamente.
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Tabla 26. Caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes asmaticos

segun si recibian o no tratamiento con GCI (glucocorticoides inhalados)

Asma sin

. Asma + GCI Valor de p
tratamiento

Edad 11 (2) 11 (2)

(n=37) (n=23) 0.85
FENO 44,8 (38,4) 25,4 (27,8) 003

(n=33) (n=11) ’
FVC% 91,2 (11,8) 94,7 (21,7) 036

(n=36) (n=23) ’
FEV1% 89,8 (15,0) 93,7 (28,5) 045

(n=36) (n=23) ’
FEV4/FVC 81,8 (8,4) 81,2 (10,9) 0.99

(n=36) (n=23) ’
Caida FEV, 6,0 (11,6) 4,5 (18,4) 064

(n=37) (n=23) ’

Valores expresados como media y desviacion estandar (entre paréntesis)
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Tabla 27. Caracteristicas de la induccién de esputo y de la muestra obtenida

de los pacientes asmaticos segun si recibian o no tratamiento con GCI

Asma sin

. Asma + GCI Valor de p
tratamiento
%células viables 79 77
(61 a 85) (53,8 a 86) 0,82
(n=46) (n=18)
%células 1 1,5
escamosas (0a3) (0abd) 0,73
(n=46) (n=18)
Eosinéfilos% 1 0
(0a®b) (0a9) 0,75
(n=36) (n=15)
Neutréfilos% 45,5 39
(20,8 a 66,3) (15 a69) 0,66
(n=36) (n=15)
Linfocitos% 1 1
(0a3) (0a4) 0,59
(n=36) (n=15)
Macréfagos% 40,5 38
(22,8 2 69,8) (22 a 69) 0,89
(n=36) (n=15)
Células muestra 0.4 0.3
x10° cels.ml™ (0,1a1,1) (0,1a0,9) 0,51
(n=45) (n=18)
Peso esputo (g) 0,2 0,2
(0,1a0,3) (0,1a0,3) 0,62
(n=45) (n=18)
Células x10° /g 2,4 1,8
esputo (1,0a7,1) (0,8a3,2) 0,27
(n=45) (n=18)

Valores expresados como mediana y rango intercuartilico (entre paréntesis)
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Tabla 28. Concentracion de citoquinas (pg/ml) en el esputo de los asmaticos
segun si recibian o no tratamiento con GCI

Asma sin

. Asma + GCI Valor de p
tratamiento
2541 409,5
IFN gamma (82 a 353,7) (205,1 a 814,5) 0,15
(n=31) (n=9)
468,5 653,1
IL-2 (326,2 a 543,4) (497,22 789,1) 0,06
(n=31) (n=9)
14,5 7,0
IL-10 (7,0 a2 24,2) (1,9a94) 0,12
(n=28) (n=3)
4163,8 6995,6
IL-8 (3346 a 7415,5) (4821,1 a 10628,3) 0,04
(n=31) (n=9)
34,6 28,5
IL-6 (28,8 a 106,8) (20,42 34,1) 0,18
(n=28) (n=3)
1461,3 2677,7
IL-4 (659 a 2058,7) (1613,1 a2 4187,3) 0,06
(n=31) (n=9)
150,9 350,3
IL-5 (59,7 a 284,7) (149,9 a 577,5) 0,08
(n=31) (n=9)
45,5 64,2
IL-1B (31,72 82,4) (39,5 a113,8) 0,38
(n=30) (n=9)
54 3,2
TNF-a (3,2a9,6) (3,2a5,4) 0,18
(n=27) (n=3)
49,1 69,8
IL-12p70 (33,3a104,2) (51,12 132,5) 0,28
(n=31) (n=9)

Valores expresados como mediana y rango intercuartilico (entre paréntesis)
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V.8. Determinacién de FENO y eosinéfilos en esputo inducido en
asmaticos antes y después de tratamiento con GCI

En 11 asmaticos que no habian recibido tratamiento se realizé determinacion
de FENO e induccion de esputo en la primera visita (n=11; 10 atopicos y 1 no
atopico) y se repitié entre 3 y 5 meses después de haber instaurado tratamiento
con GCI (n=9). En el esputo inducido, ademas de estudiar la celularidad, se
determiné LTB4 (n=10). En la tabla 29 se describen las caracteristicas de los

pacientes.

Tabla 29. Caracteristicas de los casos (pacientes asmaticos) antes y 3 a 5
meses después de instaurar tratamiento

FENO Eosinofilos

FENO Eosindfilos postrata- postrata-
basal basal miento. miento.
Casos (ppb) (%) Tratamiento (ppb) (%)

Flut / Salm*

1 39,5 22 (x2) 26 2
Flut / Salm

2 50 29 (x2) 11,2

3 15,5 0 No 4.4 0

Bud /

4 9,8 6 Form# (x2) 4.8 5

5 30 27 Bud / Form 7,3
Bud / Form

6 39,5 7 (x4) 19,4 0
Bud / Form

7 24,3 4 (x4) 18 1
Bud / Form

8 93,3 9 (x4) 44,6 0
Bud / Form

9 204 25 (x2) 188,4 3
Bud / Form

10 49,5 10 (x4) 55,9 0
Bud / Form

11 100 16 (x2) 75 36

*Fluticasona 125 g/ Salmeterol 25 ug
#Budesonida 160 ug/ Formoterol 4,5 ug
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Después de instaurar tratamiento, con una monitorizacién estrecha de los
parametros de inflamacién bronquial, se aprecié un descenso significativo de
FENO (ver figura 27). Los eosindfilos en esputo inducido y LTB4 en esputo
inducido disminuyeron, pero no se alcanzo significacion estadistica (ver figuras
28 y 29). Sin embargo, hubo pacientes (casos 1y 9 de la tabla 29) en que si
hubo una disminucién clara del numero de eosindfilos después de instaurar el
tratamiento. Los nifios con asma eosinofilica presentaron valores elevados de
LTB4 en el esputo inducido que disminuyeron tras tratamiento corticosteroideo,

aunqgue no se alcanz6 significacion estadistica.
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Figura 27. FENO (media) antes y después de instaurar tratamiento con GCI.

FENO (ppb)

120
100

Basal Postratamiento

Figura 28. Eosindfilos en esputo (media) antes y después de instaurar
tratamiento con GCI.
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Figura 29. LTB4 (media en pg/ml) en esputo inducido pre y postratamiento con
GCl.
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VI. DISCUSION
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VI. DISCUSION

VI.1. Técnica de la induccion de esputo: tasa de éxito, viabilidad y
contaminacion celular

En este estudio hemos utilizado el esputo inducido para analizar las células y
citoquinas de las vias respiratorias de nifios sanos y asmaticos. Comparada
con el lavado broncoalveolar o la biopsia bronquial, la induccién de esputo tiene

la ventaja de ser una prueba no invasora bien tolerada.

En nuestro trabajo, la tasa de éxito de la induccién de esputo, considerando
sélo las muestras validas (viabilidad celular = 60% y contaminacién < 20%) se
situa entre el 58% en nifios sanos y el 64% en asmaticos, cifras similares a las
de Wilson y cols. (253), pero lejos del 77% de Covar y cols.(235) o del 95% de
Grootendorst y cols. (254). Debe tenerse en cuenta que en nuestro trabajo, por
criterios de calidad de la muestra, consideramos un punto de corte de 60%
para determinar que la muestra era viable, lo que elimina muestras con
viabilidad celular = 50%, que otros autores aceptan como adecuadas (226;240).
Palomino y cols.(255) obtienen un 67% de muestras validas en 96 nifos
asmaticos, considerando la viabilidad celular = 50% y aceptando un maximo de
80% de células escamosas. Zeibecoglou y cols. realizaron 50 inducciones de
esputo a 50 pacientes (adultos sanos y asmaticos) y obtuvieron 31 muestras de
viabilidad > 50% y contaminacion por células escamosas < 10% lo que daria un
rendimiento practicamente igual al que obtenemos, con unos criterios de
calidad de la muestra exigentes(136). En algunos trabajos en los que se
obtiene un alto rendimiento de la induccion de esputo (> 70% de muestras
validas), no se contempla la viabilidad celular y se considera contaminacion de
la muestra cuando el porcentaje de células escamosas es >80%, lo que va en
detrimento de la calidad de las muestras de esputo obtenidas(235;254). Li y
cols.(256) publicaron su experiencia en la induccién de esputo en 130 nifios de
6 a 18 afnos con asma en fase estable. Obtuvieron un rendimiento de 74,5%
pero en su trabajo no hacen referencia a la viabilidad de la muestra y
consideran contaminacion de la muestra a partir de un 50% de células

escamosas. Park y cols. consideran una muestra no valida cuando las células

106



escamosas representan >10%, pero en su trabajo no hacen referencia ni a la
viabilidad de la muestra ni al rendimiento de la induccion de esputo(236).
Recientemente, Simpson y cols.(234) han publicado un trabajo en el que
realizan 130 inducciones de esputo a 26 adultos asmaticos (5 inducciones por
paciente en meses consecutivos) y obtienen un 87% de muestras adecuadas.
Consideran una muestra de esputo adecuada si se pueden contar mas de 400
células no escamosas y si la viabilidad es mayor del 40%. Una vez mas, se
puede comprobar lo exigente que es considerar —como en nuestro estudio- la
viabilidad = 60%.

VI.2. Efectos adversos de la induccién de esputo

Los efectos adversos con la inducciéon de esputo fueron leves, siendo mas
frecuentes la tos, el picor de garganta y la sialorrea en los asmaticos que en los
controles(252). Al igual que en otros trabajos(235;237;256;257), tanto en nifos
como en adultos, la incidencia de efectos adversos graves fue muy pequefia y
sb6lo se observo caida del FEV4 = 15% en 5 casos, que revirtio con la
administracion de salbutamol inhalado (400 pg). La caida promedio del FEV,
con la induccién fue del 2% en controles y del 5% en asmaticos, superponible
este ultimo al 4,8% que describen Li y cols.(256) y cercano al 3% de Reining y
cols.(258).

VI1.3. Celularidad del esputo inducido en los diferentes grupos de ninos

El recuento celular diferencial en el esputo inducido de los controles es similar
al que publicaron Cai y cols.(228) en un estudio realizado en nifios (ver tabla

30) y Belda y cols.(259) en un estudio realizado en adultos.

107



Tabla 30 Comparacion del recuento celular total y diferencial en esputo
inducido de nifios sanos y asmaticos del estudio de Cai y cols.(228) y de
nuestro estudio

Nifos sanos Nifnos asmaticos
Caiy cols. Vizmanos y Caiy cols. Vizmanos y
(n=72)(228) cols. (n=42)(228) cols.
Recuento
celular total 0,13 (0,07 a 2,2(1,07 a 0,35(0,170 a
6 4 15(0,8a39) 0,22) 1,11)
x10° cels.ml (n=24) 4,65) (n=63)
Eosinofilos
425(1,5a
(%) 0,3 (0a1,05) 0(at) 1(0a7)
(n=21) 14,1) (n=51)
Neutréfilos 37 (21,5 a
35(12 a
(%) 48,5) 43 (26 a57,3) 41 (20a67)
88,25) (n=51)
(n=21)
Macréfagos
56 (10,5 a 58 (48 a 75,5) 37(175a
(%) 40 (22 a 69)
77,25) (n=21) 46,8) (n=51)
Linfocitos
. 0,5(0a1,5) 3(1a6) 0,5(0a1,5) 1(0a3)
(%) (n=21) (n=51)

Valores expresados como mediana y rango intercuartilico (entre paréntesis)

Asi, en niflos sanos, el porcentaje de eosindfilos (mediana y rango

intercuartilico) en esputo inducido fue de 0% (0 a 1), con un rango de 0 a 3%,
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valores superponibles a los que refieren diversos autores: 0,15% en el estudio
de Pin y cols.(221) en el que comparan 13 niflos asmaticos y 26 controles;
0,3% en el estudio de Gibson y cols.(229) en el que comparan 61 nifios
asmaticos y 109 controles; 0,4% en el estudio de Mattes y cols.(260) en el que
comparan 34 nifios asmaticos y 9 controles. La media en nuestro estudio fue
de 0,6%, similar al 0,8% del estudio de Oh y cols.(261) en el que comparan 30
nifos asmaticos y 14 controles. En cuanto al recuento de eosindfilos en el
esputo inducido de los asmaticos, la media y desviacién estandar son de 6,8
(12,8) en nuestro estudio, con un rango de 0 a 63%, muy similar al rango de 0-
56,8% del trabajo de Li y cols.(256). Rytila y cols.(262) obtienen en nifios
asmaticos (n=60) un rango para los eosindfilos en esputo inducido entre 0 y
39% y encuentran —sin especificar las cifras- que el porcentaje de eosindfilos
es mayor en asmaticos atopicos que en los no atopicos, hallazgo que también
nosotros hemos descrito: 1,5 (0 a 9) en asmaticos atopicos y 0 (0 a 0) en
asmaticos no atdpicos. Creemos que el mayor porcentaje de linfocitos [1 (1 a
3)] que encontramos en asmaticos atdpicos, respecto a los no atopicos [0 (0 a
2)] y en sanos respecto a los asmaticos [3 (1 a 6)] no tiene significacidn clinica.
Los porcentajes de macréfagos en esputo inducido fueron mayores en los
controles que en los asmaticos, sin que se observasen diferencias en los
neutrofilos. Es posible que si hubiera habido mas pacientes asmaticos no
atopicos, se hubiera incrementado en los asmaticos la media de neutrdfilos y
posiblemente se hubiesen encontrado diferencias significativas respecto a los

Sanos.

V1.4. LTB,4 y eosindfilos en esputo inducido después de tratamiento con
GCI

En nuestro estudio, después de instaurar tratamiento con GCI en 11 asmaticos
(10 atdpicos), no encontramos diferencias en la concentracién de LTB4 en
esputo inducido, lo que podria explicarse por el escaso o nulo efecto de los GCI
sobre el LTB4, quimioatrayente de los neutréfilos, en un grupo de pacientes
asmaticos atépicos. Sin embargo, Kikuchi y cols. demostraron que la migracién
trans-membrana basal de eosindfilos incubados con neutréfilos se ve

aumentada al estimularlos con IL-8 y que esta migracién se inhibe con un
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antagonista de receptor de LTBs (263), por lo que se establece una
interrelacion en el asma eosinofilica entre neutréfilos y eosindfilos. Basyigit y
cols. realizaron un estudio en adultos en el que sometieron a tratamiento con
GCl a 33 asmaticos eosinofilicos y 12 asmaticos no eosinofilicos y encontraron
una reduccién de los marcadores de inflamacion neutrofilica: IL-8, TNF-a y
LTB4 tanto en el grupo de asma no eosinofilico como en el eosinofilico (264).
Aunque no obtuvimos diferencias significativas, nos parece que el porcentaje
de eosindfilos en esputo inducido es mas especifico para la determinacion de
inflamacion bronquial, que la determinacién de FENO (ver casos 1y 9 de la
tabla 29).

VL.5. Recuento celular total en esputo inducido y peso del esputo

El nimero de células por mm® de muestra fue mayor en los asmaticos que en
los controles. Los valores que obtuvimos tanto en los controles como en los
asmaticos fueron inferiores a los referidos en diferentes trabajos
publicados(225;226;228;255). Esto puede deberse a varios factores: 1. En el
trabajo de Wilson y cols.(225) utilizan un criterio de calidad de la muestra
exigente como es que se puedan contar al menos 500 células no escamosas,
lo que hace que se necesite una muestra considerable de esputo; 2. Cai y
cols.(228) y Jones y cols.(226) nebulizan suero salino hipertonico al 4,5% lo
que podria aumentar la secrecion bronquial respecto al suero salino hiperténico
al 3y 4%. Ademas, en el trabajo de Cai y cols. consideran una muestra
adecuada si se consiguen al menos 3 tapones de moco; 3. Algunos autores
consideran una muestra adecuada cuando obtienen un minimo de 0,5 ml de
esputo(255) o mas de 0,5 ml de material mucocelular(227). En nuestro estudio,
consideramos una muestra adecuada cuando su peso era = 0,05 g. Belda y
cols.(259), en adultos sanos, encuentran una cifra del recuento celular total
(media y desviacién estandar) de 4,13 (4,81) x 10° células/g de esputo, muy
superior a la de nuestro estudio. Quaedvlieg y cols. encontraron cifras de
recuento celular total en esputo inducido con suero salino hiperténico al 4,5%
superiores a las nuestras en un estudio realizado en adultos sanos (n=30;

mediana de 0,53x10%ml células en esputo, rango 0,05-2,4), asmaticos

110



eosinofilicos (n=20; 0,75x10°ml células, rango 0,12-0,5) y asmaticos no
eosinofilicos (n=28; 0,7x10%/ml células, rango 0,01-22,6). El nimero de células
por gramo de esputo y el peso del esputo fue mayor en los asmaticos que en
los controles. Belda y cols. obtuvieron en adultos sanos un peso medio (DE) de
esputo inducido de 291 mg (93 mg), algo mas del doble del peso medio que
obtuvimos en nuestro trabajo en nifios sanos: 140 mg (110 mg). No
encontramos publicaciones en nifios sobre esputo inducido en las que se haga

referencia al peso del esputo obtenido.

VI.6. Caracteristicas del esputo en pacientes asmaticos segun si recibian
o no tratamiento con GCI

Respecto al estudio de las caracteristicas del esputo, el recuento celular total y
diferencial y la concentracion de citoquinas en el esputo inducido de los nifios
segun estuvieran bajo tratamiento o no con GCI, no existieron diferencias
estadisticamente significativas. En un estudio con un disefio y un tamano
muestral similar al nuestro, Palomino y cols. tampoco encontaron diferencias
estadisticamente significativas entre estos grupos, aunque incluyeron pacientes
con exacerbacion asmatica en los que si se apreciaba un aumento de

neutréfilos respecto a los otros grupos(255).

VI.7. Concentracion de citoquinas en esputo inducido de los nifios
asmaticos y los controles

En el estudio y la determinacion de las citoquinas en el esputo inducido de
nifos sanos y asmaticos mediante citometria de flujo, nuestros resultados son
consistentes con los trabajos realizados hasta el momento, en los que se
demuestra que en el asma existe un aumento de citoquinas proinflamatorias,
ya sea Th1 o Th2.

Creemos que es la primera vez que se determinan los valores de las citoquinas
IL-4, IL-5, IL-10, IL-6, IFN-y, IL-2, IL-1B, IL-8, IL-12p70 y TNF-a en el esputo
inducido de nifios sanos, por lo que podrian constituir los valores de referencia

en nifos sanos en nuestra poblacién.
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VI.7.1. Concentracion de IL-10 en esputo inducido de los nifios asmaticos
y los controles

En cuanto a la IL-10, citoquina considerada antiinflamatoria, la concentracion
qgue encontramos en los controles -en los que esta mas elevada respecto a los
asmaticos-, es superponible a la que describen en adultos Quaedvlieg y
cols.(222) (ver tabla 31), pero en los asmaticos es mayor en su estudio
respecto al nuestro, aunque ellos no encuentran diferencias significativas entre

grupos.

Tabla 31. Concentracion de IL-10 en esputo inducido

Controles Asmaticos atopicos Asmaticos no atopicos
Citoquina Quaedvlieg Vizmanos | Quaedvlieg Vizmanos Quaedvlieg Vizmanos
(pg/ml) (adultos;n=31) (nifios;n=18) (n=20) (n=26) (n=28) (n=5)
43 34,9 37 14,5 26,4 9,4
IL-10 (1a253) (12,9 a 55) (12 a 870) (7 a26,4) (0 a 2000) (6,6 a 15,4)

Valores expresados como mediana y rango intercuartilico (entre paréntesis)

Takanashi y cols. si encontraron diferencias significativas en los niveles de IL-
10 en esputo inducido de adultos sanos no fumadores [68 (11,3) pg/ml],
fumadores sanos [45,3 (7,8) pg/ml], asmaticos [26,7 (4,0) pg/ml] y pacientes
con EPOC [18,0 (2,3)] (265). Zeibecoglou y cols. publicaron un estudio en el
que determinaron mediante técnica combinada de inmunocitoquimica e
hibridacién in situ las células que expresaban mRNA de IL-10 y encontraron
que los valores eran mas altos en asmaticos respecto a sanos y en asmaticos
atopicos respecto a asmaticos no atopicos (136). Truyen y cols. no encontraron
diferencias en los niveles de IL-10 en esputo entre adultos asmaticos vy
controles (108) y Ceyhan y cols. no encontraron diferencias en las
concentraciones de IL-10 ni en esputo ni en suero de pacientes asmaticos y
controles. Tampoco encontraron diferencias en los niveles de IL-10 segun el
grado de gravedad del asma o segun si recibian o no corticoterapia (131),

resultados que también nosotros obtuvimos.
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VI.7.2. Concentracién de IL-4 en esputo inducido de los nifios asmaticos y
los controles

En la tabla 32 se aprecia la gran diferencia entre la concentracion de IL-4 en el
esputo inducido de adultos(222) y de nifios (en nuestro estudio), aunque en los
2 trabajos fue superior en los asmaticos atopicos respecto a los sanos y a los

asmaticos no atépicos.

Tabla 32. Concentracion de IL-4 en esputo inducido

Controles Asmaticos atopicos Asmaticos no atopicos
Citoquina Quaedvlieg Vizmanos Quaedvlieg Vizmanos Quaedvlieg Vizmanos
(pg/ml) (n=31) (n=18) (n=20) (n=35) (n=28) (n=5)
0 152,4 1,6 1749,3 0 362,8
-4 (0 a 0,25) (89,9 a (0-1183) (1097,7 a (0a51) (161,6 a
285,3) 2934,7) 615,2)

Valores expresados como mediana y rango intercuartilico (entre paréntesis)

Truyen y cols.(108) evaluaron la inflamacion de la via aérea en 39 adultos
asmaticos (atépicos y no atdpicos) y en 15 controles mediante determinacién
de mRNA por RT-PCR (reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real) de
citoquinas Th1/Th2 en esputo inducido. Encontraron un aumento de IL-5 e IL-
13 en asmaticos respecto a los controles y de IL-5, IL-4 e IL-13 en los
asmaticos atdpicos respecto a los no atdpicos. Estos resultados, con excepcion
de la IL-13 que no investigamos, coinciden con nuestros hallazgos. A diferencia
de nuestro estudio, no detectaron IL-4 en adultos sanos, lo que confirmaria la
diferencia que encontramos con otro estudio en adultos (ver tabla 32) y podria
considerarse una diferencia intrinseca de la via aérea de los nifios. Encontraron
correlacion positiva entre IL-4, IL-5, IL-13 y los eosindéfilos en esputo y también
entre IL-4 e IFN-y y entre IL-5 e IL-13. La correlacién entre IL-4 e IFN-y hablaria
de una estimulacion simultanea de citoquinas Th1 y Th2 en las vias aéreas de
los pacientes asmaticos y podria justificar el hallazgo de un aumento de IFN-y
en los asmaticos atopicos de nuestro estudio. Shirai y cols. también

encontraron correlacion entre IL-4 (a partir de la determinacion en plasma de
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células CD4+ productoras de IL-4) y FENO y entre IL-4 y eosindfilos en esputo
(266). En nuestro trabajo no hubo correlacion entre IL-4 o IL-5 y eosinodfilos en
esputo o FENO. Tampoco encontramos correlacion entre IgE e IL-4 ni entre IgE
e IL-5. Al igual que en nuestro estudio, Truyen y cols. no encontraron
diferencias significativas en la concentracion de citoquinas (IL-4, IL-5, IL-13,

IFN-y, IL-10) entre los asmaticos tratados con GCl y los no tratados.

VI1.7.3. Concentracién de IL-5 en esputo inducido de los nifios asmaticos y
los controles

Respecto a la IL-5, Kim y cols.(267) presentan un estudio en el que no
encuentran diferencias en las concentraciones de IL-5 en esputo inducido de
nifos con asma en fase estable, nifios con rinitis alérgica y nifios sanos. Al
igual que en nuestro trabajo, y a diferencia de los resultados de Truyen y cols.
en adultos (108), no encuentran correlacién entre IL-5 y eosindfilos. Sin
embargo, Kim y cols. encuentran una correlacion entre la eotaxina
(quemoquina CC) y los indices eosinofilicos (porcentaje de eosindfilos,
neurotoxina derivada de los eosindfilos y proteina cationica eosinofilica), por lo
que sugieren que la eotaxina tendria un papel importante en la degranulacién
de los eosindfilos(267). Paro-Heitor y cols.(268) estudian 26 nifios asmaticos de
diferente gravedad, a los que someten a tratamiento con fluticasona. Realizan
seguimiento durante 12 semanas con determinacion de FENO, celularidad en
esputo inducido e interleuquinas (IL-5, IL-10, IL-13 e IFN-y) en suero en las
visitas 0 (basal), 1 (a las 6 semanas de tratamiento) y 2 (a las 12 semanas de
tratamiento). Solo 2 pacientes consiguieron una buena muestra de esputo en
las 3 visitas, por lo que no se pudo realizar analisis estadistico de la celularidad
del esputo. Encontraron una correlacion positiva entre FENO e IL-5 y un
comportamiento similar de las 2 variables a lo largo del estudio. En la mayoria
de las muestras (70 a 80%) no se pudo determinar IL-10, IL-13 ni IFN-y por
encontrarse las concentraciones por debajo del limite de sensibilidad.
Concluyen que tanto la FENO como la IL-5 reflejan bien la accidn
antiinflamatoria de los GCI en el asma y que el resto de citoquinas estudiadas

(IL-10, IL-13 ni IFN-y) no tienen utilidad en el seguimiento del nifio asmatico,
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ademas de ser costosas econdmicamente y precisar de extracciones de
sangre. Es posible que si en este trabajo hubiesen determinado la
concentracion de las mismas citoquinas en el esputo inducido, o lo que es lo
mismo, en su lugar de accion en el asma, habrian encontrado niveles por
encima del limite de sensibilidad de la prueba. Una prueba de ello es la
diferencia que existe entre la concentracion de IL-5 en el esputo inducido en
asmaticos que hemos observado (422 pg/ml) y la concentracién de IL-5 en
suero (20 a 80 pg/ml) en el trabajo de Paro-Heitor (determinada mediante
técnica de ELISA). En adultos también se observa esta diferencia de
concentracion de IL-5 en suero y en esputo inducido. Asi, en el trabajo de Park
y cols. la concentracion de IL-5 en esputo inducido de adultos asmaticos
determinada mediante técnica de ELISA, es de [mediana (rango intercuartilo)]
91,4 (73,5-124,6) pg/mi(236) y en el trabajo de Gayoso y cols. en el que
determinan las citoquinas IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, TNF-a e IFN-y en suero de
adolescentes y adultos asmaticos mediante citometria de flujo, la concentracion
de IL-5 [media (desviacidén estandar)] es de 2,63 (3,53) pg/ml (269). Gayoso y
cols. encontraron niveles mas bajos de IL-2 e IL-4 en los asmaticos graves,
probablemente secundarios al tratamiento con corticoides inhalados. En un
estudio en que los asmaticos graves (n=45) se dividen en 3 grupos
(exacerbaciones frecuentes, broncoconstriccion persistente y ambas), Dente y
cols. encontraron niveles mas altos de IL-5 en el esputo de los asmaticos con
exacerbaciones frecuentes pero no en el de broncoconstriccion persistente y
sugieren que existirian diferentes perfiles de citoquinas asociados con

diferentes fenotipos de asma grave (270).

VI.7.4. Concentraciones de IL-8, TNF-a e IFN-y en esputo inducido de los
ninos asmaticos y los controles

Existen pocos estudios que midan en los mismos pacientes las citoquinas en
suero y en esputo. Colombo y cols. midieron los niveles de IL-6, IL-8, IL-10 y
TNF-a en esputo y suero de pacientes con fibrosis quistica antes y después de
tratamiento antibidtico. Las citoquinas en suero fueron indetectables y sin

embargo existian niveles altos de IL-8 en esputo, lo que reafirma el concepto
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de que la respuesta inflamatoria (en este caso en la fibrosis quistica) esta
compartimentalizada en el entorno pulmonar o de las vias respiratorias (214).
Ceyhan y cols. no encontraron correlacion entre concentracion de IL-2 en
esputo e IL-2 en suero de pacientes asmaticos y controles sanos pero si entre
concentracion de IL-10 en esputo e IL-10 en suero de pacientes asmaticos
(131).

Respecto al estudio de Basyigit y cols. (264), las concentraciones en esputo de
IL-8 son muy inferiores a las que hemos obtenido y sin embargo la
concentracion de TNF-a es superior a la de nuestro estudio. Estas diferencias
podrian reflejar los diferentes limites de sensibilidad de la técnica en los 2
trabajos o las diferencias de concentracion de citoquinas en nifios y adultos.

En nuestro trabajo, no encontramos diferencias significativas en la
concentracion de IL-8 ni en la de TNF-a entre asmaticos atdpicos (asma
eosinofilica en el trabajo de Basyigit) y asmaticos no atopicos (asma no
eosinofilica en el trabajo de Basyigit, incluyendo pacientes atopicos). Esto
podria deberse al pequefo tamafno muestral de asmaticos no atdpicos en
nuestro trabajo. Si encontramos diferencias significativas para IL-8 entre
asmaticos y controles, siendo mayor en los primeros y para TNF-a: mayor en
los controles que en los asmaticos. Neveu y cols. describen niveles bajos de
TNF-a en esputo de asmaticos y sin diferencias respecto a los controles (271).

Kulkarni y cols. encuentran una correlacion positiva entre el porcentaje de
neutréfilos en esputo inducido y la concentracién de IL-8 en esputo inducido de
nifos sanos (272). Maneechotesuwan y cols. describen esta correlacion en el
esputo de pacientes asmaticos que presentaron exacerbaciones (100) y
Bullens y cols. encuentran correlacion entre IL-8 y neutréfilos en esputo de
pacientes asmaticos (109). En nuestro estudio, no pudimos demostrar esta
correlacion. En un trabajo en el que comparan nifios sanos y nifos asmaticos
durante una exacerbacion de su asma y 2 semanas después, Norzila y cols.
encuentran una reduccion significativa de la IL-8(153). Maneechotesuwan y
cols. también describen la utilidad de la monitorizacion de la IL-8 y de los
neutréfilos en la prediccidn de la exacerbacion del asma y sugieren que en la
exacerbacion desencadenada tras disminucion gradual de los GCI existe

eosinofilia, mientras que en la exacerbacién desencadenada tras retirada
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brusca de los GCI predominarian los neutréfilos, lo que conllevaria un manejo
terapéutico diferente (100).

Shannon y cols.(155) publicaron un trabajo en el que comparan adultos con
asma moderada (n=26) y asma grave (n=24) a los que realizaron induccién de
esputo y biopsia bronquial. Determinaron la celularidad en el esputo y mediante
técnicas de inmunohistoquimica, cuantificaron las citoquinas IL-4, IL-5, IFN-y,
IL-8 y la quimioquina eotaxina. La IL-8 y el IFN-y estaban mas elevados en el
asma grave, sin embargo, la IL-4 lo hacia en el asma moderada. No
encontraron diferencias de IL-5 entre los 2 grupos, a pesar de que en los
pacientes con asma grave hubo mas eosinofilia en esputo. Es posible que si
hubiesen hecho determinacién de IL-5 en esputo si que hubiesen encontrado
diferencias ya que la muestra de esputo representa a la via aérea proximal y
distal, a diferencia de la biopsia bronquial en que so6lo se muestrea la via aérea
proximal, y en el asma grave es probable que exista una mayor inflamacién
distal, como sugiere Wenzel (273). Dente y cols. encontraron concentraciones
mas elevadas de IL-5 e IL-8 en el esputo de pacientes con asma grave que en
el de los pacientes con asma leve (270). En nuestro trabajo no encontramos
diferencias de concentracién de las citoquinas segun la gravedad del asma.
Calderon y cols.(274) publicaron un trabajo en el que comparaban el numero
de células CD4+ y CD8+ productoras de IFN-y, IL-4 e IL-13 en nifios asmaticos
(n=16) con exacerbacion, 6 semanas después y 6 meses después y con un
grupo control (n=14). No encontraron diferencias para la IL-4 pero en cambio,
la IL-13 estaba aumentada en la exacerbacién, con un cociente IFN-y/IL-13
disminuido que indica un perfil Th2. En cuanto al IFN-y, las células CD4+
productoras de esta citoquina estaban aumentadas en los controles respecto a
los asmaticos y las CD8+ productoras de IFN-y lo hacian en los asmaticos en
la fase convaleciente. Concluyen que mas que la IL-4, es la IL-13 que juega un
papel proinflamatorio en la exacerbacion asmatica y que la respuesta IFN-y se
asocia a la recuperacion de la exacerbacion. Sin embargo, tanto en nuestro
estudio como en el de Truyen y cols.(108), no se detectdé IFN-y en los
controles. La diferencia con el estudio de Calderon y cols. podria radicar en que
éstos miden la presencia de células CD4+ productoras de IFN-y y no la propia
citoquina. Truyen y cols. encuentran mayor numero de copias de mRNA de

IFN-y en los asmaticos no atdpicos que en los asmaticos atdpicos, siendo a la
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inversa en nuestro estudio, lo que sorprende por el perfil Th1 del IFN-y. No
sabemos si puede tratarse de una diferencia en el fenotipo inflamatorio del
asma entre adultos y nifios o si debido al pequefio tamafio de la muestra de
asmaticos no atopicos en nuestro estudio, no llegamos a encontrar el resultado
que a priori pareceria mas logico, que es el de mayor concentracién de IFN-y

en los asmaticos no atdpicos.

VI.7.5. Concentracion de IL-1B en esputo inducido de los ninos asmaticos
y los controles

En los ultimos afios, la IL-1B ha ido adquiriendo importancia en la comprension
de la fisiopatologia del asma. Sousa y cols. realizaron biopsias bronquiales a
18 pacientes asmaticos y 12 controles y encontraron que en los asmaticos
existia un aumento de produccién de IL-18 y del antagonista de su receptor IL-
1ra, asi como un aumento de macréfagos productores de IL-1B8 (275).
Investigaciones recientes en ratones relacionan la IL-1B con el TNF-a. En
presencia de IL-1B, en el epitelio bronquial aumenta la expresién de IL-1 Rl y
TNF RI (receptores de IL-1B y de TNF-a) y en la musculatura lisa bronquial
aumenta la expresién de TNF Rl y se induce la de TNF RIl (receptor de TNF-a).
Estos cambios tendrian implicaciones en el desarrollo de la hiperrespuesta
bronquial en el asma (139). La IL-1B y la IL-6 son producidas por células TH17,
implicadas en patologia autoinmune y posiblemente en la alergia y el asma
(276). En nuestro trabajo no hemos encontrado diferencias en la concentracion
de IL-1B ni en la de IL-6 entre controles y asmaticos ni entre asmaticos atopicos
y no atopicos. En un reciente estudio experimental, Baines y cols. comprueban
que los neutrdéfilos de pacientes asmaticos liberan menor cantidad de IL-8, IL-
18 y TNF-a que los controles sanos (277). Neveu y cols. no encuentran
diferencias en los niveles de IL-1B en esputo de los asmaticos respecto a

controles sanos (271).

118



VI1.7.6. Concentracién de IL-2 en esputo inducido de los nifios asmaticos y
los controles

La IL-2, citoquina que induce tanto respuesta Th1 como Th2 y que juega un
papel regulador junto a la IL-10, estuvo mas elevada en nuestro trabajo en los
asmaticos respecto a los controles y en los atdpicos respecto a los no atopicos.
Ceyhan y cols. no encontraron diferencias en los niveles de IL-2 en esputo
(determinados mediante técnica ELISA) ni en suero entre los asmaticos (n=17)
y los controles (n=5). Los niveles de IL-2 en asmaticos fueron de 35,3 (13,2)
pg/ml y en sanos, de 35,3 (8,4) pg/ml, valores muy inferiores a los que
encontramos, aunque respecto a nuestro trabajo difiere en la técnica (ELISA
versus citometria de flujo) y en la poblacién estudiada (adultos versus nifos). Al
igual que en nuestro estudio, no encontraron diferencias en las
concentraciones de IL-2 segun la clasificacion de la gravedad del asma,
aunque el tamano muestral de cada grupo era pequefio (n entre 5y 6 por
grupo) o segun si recibian o no corticoterapia. Los niveles de IL-2 en esputo se
correlacionaron con el porcentaje de linfocitos en su estudio (131), hallazgo que

no hemos podido comprobar en nuestro trabajo.

VI.7.7. Concentracién de IL-6 en esputo inducido de los nifios asmaticos y
los controles

En nuestro trabajo, no hemos encontrado diferencias en los niveles de IL-6
entre asmaticos y controles ni entre asmaticos atopicos y no atopicos. Trabajos
recientes han descrito diferencias en las concentraciones de IL-6 en asmaticos
respecto a controles sanos y entre asmaticos segun su gravedad. Asi, Manise y
cols. encontraron que los pacientes con asma moderada o refractaria
presentaban niveles mas altos de IL-6 en esputo respecto a los controles (278),
al igual que Neveu y cols. que encuentran niveles de IL-6 en esputo mas altos
en asmaticos (asma leve a moderada) que en los controles. Estos ultimos
autores describen una correlacién positiva entre IL-6 e IL-13 (citoquina que no

hemos estudiado) y entre IL-6 y el empeoramiento de la funcion pulmonar, y
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concluyen que la IL-6 es mas que un marcador proinflamatorio y que tendria un

rol en la fisiopatologia del asma (271).

VI.7.8. Concentracion de IL-12p70 en esputo inducido de los nifios
asmaticos y los controles

En nuestro trabajo encontramos que la IL-12p70 (forma bioactiva de la IL-12)
estaba mas elevada en los asmaticos que en los controles y en los asmaticos
atépicos respecto a los asmaticos no atopicos. Estos resultados son
consistentes con los que publicaron Zeibecoglou y cols. en un estudio en el que
hallaron en esputo valores mas altos de células que expresaban mRNA de IL-
12 en los asmaticos atopicos (n=8) que en los controles (6 atdpicos y 7 no
atopicos) y que en los asmaticos no atépicos (n=10) (136). Hemos encontrado
correlacion en los pacientes asmaticos entre IL-12p70 y las siguientes
citoquinas: IL-4 (r=0,56, p=0,001); IFN-y (r=0,43, p=0,005); IL-10 (r=0,40,
p=0,03). Estos hallazgos concuerdan con lo publicado en la literatura. En un
trabajo de investigacion basica, a partir de cultivos de células plasmaticas,
Kalinski y cols. demostraron que la IL-4, mas que el IFN-y, es un factor
coestimulador en la induccion de la IL-12p70 y no un inhibidor como se
postulaba previamente (152). No encontramos correlacién entre IgE e IL-

12p70, a pesar de que esta citoquina inhibe la sintesis de IgE.
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VII. CONCLUSIONES

1.

La induccion de esputo en nifios sanos y asmaticos en nuestro medio es
una técnica segura y con un buen rendimiento.

El perfil inflamatorio determinado mediante recuento celular diferencial
en esputo inducido en nifios asmaticos es similar al que describen otros
autores tanto en niflos como en adultos.

Se han obtenido los valores de referencia de las concentraciones de
citoquinas IFN-y, IL-2, IL-10, IL-8, IL-6, IL-4, IL-5, IL-1B, TNF-a e IL-
12p70 en esputo inducido de nifios sanos y nifios asmaticos en nuestro

medio.

. El perfil inflamatorio determinado mediante medicion de la concentracién

de citoquinas en esputo inducido de nifios asmaticos refleja un aumento
de citoquinas proinflamatorias (IFN-y, IL-2, IL-4, IL-5, IL-8 e IL-12p70) y
disminucién de IL-10 (citoquina antiinflamatoria) respecto a los nifios
sanos.

El perfil inflamatorio del asma atépica y no atopica en nifos es diferente
tanto en el recuento celular diferencial como en las concentraciones de
citoquinas Th1y Th2 en esputo inducido.

No hemos encontrado un aumento de citoquinas Th1 en esputo inducido
de los asmaticos no atépicos respecto a los asmaticos atodpicos,
posiblemente por el pequeio tamafno muestral de los no atépicos.
Existen diferencias en el perfil inflamatorio del asma atdpica y no
atopica, determinado por la concentracién de citoquinas Th1 y Th2 en

esputo inducido, entre los nifios y los adultos.
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