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RESUMEN

RESUMEN

La tesis doctoral que presento es el resultado del trabajo realizado en el Servicio de
Neumologia del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau de Barcelona y del Institut de
Recerca Biomeédica de Sant Pau (lIB Sant Pau), siguiendo las normativas de la
Universitat Autonoma de Barcelona para su presentacién como compendio de

publicaciones.

El estudio de la inflamacion bronquial en el asma, se ha convertido en una
herramienta valiosa para el diagndstico, control y prediccion de respuestas
terapéuticas. En los ultimos afios ha aumentado el interés en los métodos que
permitan evaluar de una forma no invasiva la inflamacién de la via aérea. Entre los
métodos no invasivos descritos usados en la practica clinica para evaluar la inflamacidn
de la via aérea figuran: el recuento de células inflamatorias en el esputo inducido y la
fraccion exhalada de dxido nitrico (FeNO). La temperatura del aire exhalado y la nariz
electrénica se plantean como nuevas herramientas de medicidon de la inflamacién

bronquial y del control del asma.

La linea de investigacidon desarrollada tuvo como objetivo fundamental mejorar
los conocimientos sobre los fenotipos inflamatorios del asma a través de métodos no
invasivos. Estd basada en tres proyectos. El primero, es un proyecto clinico cuyos
resultados muestran que existen un alto porcentaje de pacientes con disociacién entre
los resultados de la FeNO y de los eosindfilos en el esputo inducido y que cursan con
caracteristicas clinicas e inflamatorias diferenciales. Los otros dos proyectos permiten
conocer la utilidad en el asma de dos nuevos métodos no invasivos como lo son, la
temperatura del aire exhalado (TAE) y el reconocimiento de patrones de compuestos
organicos volatiles mediante la “nariz electrénica”. Estos trabajos aportaron como
resultados principales que en el caso de la TAE, no parece que éste sea un método que
proporcione una informacién clinica util puesto que no se encontré ninguna
correlacién entre este método y el grado de control del asma, la gravedad de la
enfermedad, la obstruccién bronquial, o la inflamacién bronquial. Por otro lado, los
resultados del tercer estudio si que fueron alentadores, puesto que de manera
significativa, el uso de la nariz electrénica en un entorno clinico habitual permitio

discriminar con fiabilidad los diferentes fenotipos inflamatorios bronquiales en
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pacientes con asma. Asi pues, los resultados de esta tesis sirven como fundamento del

estudio y aplicabilidad de diversos métodos no invasivos en el asma.

SUMMARY

This doctoral thesis is the result of the work done in the Service of Respiratory
Medicine of the Hospital de la Santa Creu i Sant Pau in Barcelona and the Institute of
Biomedical Research of Sant Pau (lIB Sant Pau), following the regulations of the

Universitat Autonoma de Barcelona.

The study of bronchial inflammation in asthma has become a valuable tool for
its diagnosis, monitoring and prediction of therapeutic responses. In recent years,
there has been an increased interest in methods of noninvasive evaluation of the
airway inflammation. The described non-invasive methods used in the clinical practice
to assess airway inflammation include the inflammatory cell counts in induced sputum
and the fractional exhaled nitric oxide (FeNO). The exhaled breath temperature and
the electronic nose device are considered to be new tools for measuring airway

inflammation and control of asthma.

The line of the developed research had as a main goal to improve the
knowledge of inflammatory phenotypes of asthma through non-invasive methods. It is
based on three projects. The first (1) is a clinical project that shows a high percentage
of patients with dissociation between the results of the FeNO and eosinophils in
induced sputum, presenting clinical and inflammatory differential characteristics. The
other two projects provide an insight into the utility of two non-invasive diagnostic
methods: 2) the exhaled breath temperature (EBT) and 3) the recognition of the
patterns formed by organic volatile compounds using the electronic nose device. The
second study does not support the usefulness of the EBT plateau, because no
correlation was found between EBT and control of asthma, severity of disease,
bronchial obstruction or bronchial inflammation. Furthermore, the results of the third
study were encouraging since the using of an e-nose device in a regular clinical setting
can reliably discriminate different inflammatory asthma phenotypes among patients
with persistent asthma. Thus, the results of this thesis disclosed the applicability of

various non-invasive methods performed in routine clinical practice.
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1. Justificacion

La tesis doctoral que presento es el resultado del trabajo realizado en el
Servicio de Neumologia del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau y del Institut de
Recerca Biomedica de Sant Pau (IIB Sant Pau), en el programa de doctorado del
Departamento de Medicina de la Universitat Autdonoma de Barcelona y bajo la

direccion del profesor Vicente Plaza Moral.

El estudio de la inflamacién bronquial en el asma, se ha convertido en una
herramienta valiosa para el diagndstico, control y prediccion de respuestas
terapéuticas. En los ultimos afios ha aumentado el interés en los métodos que
permitan evaluar de una forma no invasiva la inflamacién de la via aérea asi como el
control del asma. Muchos de estos métodos han sido evaluados en la practica clinica

diaria y han aportado un mejor manejo en el uso de tratamientos para el asma.

Cerca de un 10% de los asmaticos sufre una enfermedad grave o refractaria a
los tratamientos disponibles, el desarrollo de nuevos métodos de medicidon de la
inflamacién aportaria herramientas que permitiria a estos pacientes proponer una

terapia especifica e individualizada.

Entre los métodos no invasivos descritos para evaluar la inflamacién de la via
aérea, figuran: el recuento de células inflamatorias en el esputo inducido, la fraccién
exhalada de 6xido nitrico, el condensado del aire exhalado, la temperatura del aire
exhalado y madas recientemente, la determinacién de patrones de compuestos
organicos volatiles mediante la nariz electrénica, siendo estos tres ultimos
actualmente utilizados sdélo a nivel experimental. La temperatura del aire exhalado y la
nariz electrénica se plantean como nuevas herramientas de medicién de la inflamacidn

bronquial y del control del asma.

La linea de investigacién desarrollada tuvo como objetivo fundamental mejorar
los conocimientos sobre los fenotipos inflamatorios de asma, mediante diferentes
métodos no invasivos (el recuento de células inflamatorias del esputo inducido, la
temperatura del aire exhalado y la deteccion de compuestos organicos volatiles

mediante la nariz electrénica). Esta linea de investigacion se basé en tres proyectos de
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investigacion publicados como articulos originales. El primero, es un proyecto clinico
cuyos resultados muestran que existen un alto porcentaje de pacientes con disociaciéon
entre los resultados de la FeNO y de los eosindfilos en el esputo inducido y que cursan
con caracteristicas clinicas e inflamatorias diferenciales. Los otros dos proyectos
permiten conocer la utilidad en el asma de dos métodos no invasivos innovadores
como son, la temperatura del aire exhalado y el reconocimiento de compuestos

orgdanicos volatiles mediante la “nariz electrénica”.

A través de estos tres proyectos, analizamos diferentes fenotipos inflamatorios
de asma con cuatro de los cinco métodos no invasivos utilizados en la actualidad,
como son: el esputo inducido, la fraccién exhalada de éxido nitrico, la temperatura del

aire exhalado y la nariz electrénica.
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2. Introduccion

La determinacion de la inflamacién bronquial en el asma constituye una herramienta
complementaria util en el diagndstico, seguimiento clinico y terapéutico de la
enfermedad. Su uso estd recomendado, por las principales guias de practica clinica en

(1-3)

asma, nacionales e internacionales , especificamente en los pacientes con asma

grave no controlada.

En los ultimos aflos ha aumentado el interés en el descubrimiento de nuevos
métodos que permitan evaluar de una forma no invasiva la inflamacién de la via aérea.
Algunos han sido evaluados en la practica clinica diaria y han aportado un mejor

manejo en el uso de tratamientos para el asma @),

Dentro de los métodos no invasivos que disponemos para evaluar la
inflamacién de la via aérea tenemos: el esputo inducido, la fraccién exhalada de dxido
nitrico, el condensado del aire exhalado, la temperatura del aire exhalado y mas

recientemente la nariz electrénica.
2.1. Métodos no invasivos para medir la inflamacion bronquial
2.1.1. ESPUTO INDUCIDO

En la actualidad el recuento de células inflamatorias en el esputo inducido (El), sigue
siendo la exploracién no invasiva mas eficaz para valorar la inflamacion bronquial y la
herramienta mas valiosa para predecir respuestas terapéuticas. El El tiene diversas
aplicaciones; permite en el campo de la investigacidon, determinar marcadores de
inflamacién, marcadores biolégicos y desde un punto de vista practico permite
identificar agentes infecciosos, orientar el diagndstico de asma ocupacional, ayudar al
diagnéstico del sindrome de solapamiento asma-EPOC y se ha revelado como una
técnica que permite clasificar el asma grave no controlada en funcién de su
celularidad, en diversos fenotipos inflamatorios (eosinofilico, neutrofilico,
paucigranulocitico o mixto) siendo esto de gran interés para predecir el

comportamiento de la enfermedad y valorar diversas respuestas terapéuticas.
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2.1.1.a. Método y procesado del esputo inducido

El método y el procesado del esputo inducido fue revisado por la European Respiratory
Society en el afio 2002 ) Dentro de las contraindicaciones relativas est4 tener una
baja funcion pulmonar (FEV1<1L), asi mismo se recomienda que todos los pacientes
tienen que ser pre-tratados con un agonista B2 adrenérgico de accién corta por el

posible riesgo de inducir una broncoconstriccion.

Los protocolos de induccién del esputo inducido difieren segun el tipo de
nebulizador ultrasénico utilizado y segun el tipo de procesado de la muestra.
Usualmente se emplea para la induccién del El suero salino hiperténico (a dosis
incrementales) y suele ser procesado con la ayuda del ditiotreitol (agente reductor,
que disocia los puentes de disulfuro en las proteinas de las mucinas). No hay
evidencias que indiquen importantes diferencias en el recuento celular diferencial

segun los diversos métodos utilizados ¢

Cuando se procesa el El se obtienen dos partes analizables: el sobrenadante y el
sedimento celular. El sobrenadante puede ser utilizado como muestra biolédgica para
investigar marcadores solubles de inflamacién (interleuquinas, triptasa,
mieloperoxidasas, proteina catidnica eosinofilica, marcadores por:
inmunohistoquimica, hibridacién in situ o citometria de flujo) y el sedimento celular es
el que actualmente se ha consolidado como aplicacidn clinica y es el que permite
clasificar al asma en fenotipos inflamatorios segun la celular obtenida. Del sedimento
celular se pueden realizar tres mediciones: el recuento celular total, el recuento

diferencial celular y la viabilidad celular.

Del recuento celular total se obtiene la concentracidén celular total por gramo
de esputo procesado, el porcentaje de células epiteliales (que determinan la
contaminacién de la muestra) y la viabilidad celular (que expresa el porcentaje de
células vivas por muestra analizada) estos deben de ser reportados para poder asi
interpretar de una forma correcta los resultados ) El recuento diferencial es el que
permite cuantificar la proporcion de eosindfilos, neutréfilos, basofilos, macrofagos,
linfocitos y células epiteliales bronquiales que se utilizardn para la interpretacién del

El.
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2.1.1.b. Valores de referencia

Estudios realizados en voluntarios sanos han establecido los valores de referencia para

| (810)

el recuento celular total y diferencial del E . Estos valores de referencia se

establecieron en los afios noventa (del pasado siglo) tras la deteccién de diferencias en

(1

el recuento celular de personas sanas y asmaticas U valorando en otro estudio su

) posteriormente aumenté el nimero de trabajos que

reproducibilidad y validez
utilizaban el El para el estudio de diferentes aspectos de la inflamacién de la via aérea,
enfocados inicialmente en el asma y extendiéndose posteriormente a la EPOC. Ello
incrementd las diferencias en las observaciones entre los diversos grupos de trabajo y
promoviod la necesidad de validar y estandarizar el método de obtencidn y procesado
del El por un consenso de expertos. El primer intento de validacion fue en un
“workshop” que tuvo lugar en Estocolmo, Suecia en 1996, que posteriormente se fue
consolidando a través de diferentes reuniones realizadas en la “European Respiratory
Society” (ERS) llevadas a cabo en Berlin, Alemania (1997), en Ginebra, Suiza (1998)
hasta que se decidid realizar un “Task Force” dirigido por la ERS en Septiembre de 1999
con diferentes reuniones en la “American Thoracic Society” en Toronto, Canad3; en la
ERS de Madrid, Espafia y finalmente en Florencia, Italia en el afo 2000 en donde se

© Este

presentd el documento final realizado por los diferentes grupos de trabajo
documento final fue publicado en un suplemento especial del “European Respiratory
Journal” en el afio 2002 y constituye las recomendaciones formales del esputo
inducido a nivel europeo. Este suplemento se compone de diversos informes de los
grupos de trabajo que incluyen: la obtencidn de la muestra y su seguridad 12 el
método del procesado del recuento celular e inmunohistoquimica 13) el anlisis de los
mediadores de las fracciones liquida y celular del El 14 1as aplicaciones clinicas del El

1 , . e s . 1 ’ .
15 g empleo del El en el ambito pediatrico (18) "e| uso del El en los ensayos clinicos

multicéntricos (17), y las futuras direcciones del El (18),

Estas recomendaciones proponen algunos valores de referencia, interpretacién
y manejo del esputo inducido, particularmente en asmaticos, diferentes a los que
previamente se habian venido utilizando. Estos puntos de corte propuestos para la
celularidad del esputo, modifican la sensibilidad y la especificidad de la muestra

obtenida a la hora de interpretar los resultados. Por dicha razén, no resulta extrafio
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constatar que diversos trabajos empleen diferentes valores de referencia, en particular
en lo que se refiere al recuento de los eosindfilos. Dicho esto, se considera que los
valores de referencia del porcentaje de estas células en el El deben ser inferiores al 1%
(2), otras publicaciones establecen eosinofilia en el esputo cuando son superiores al 3%
(8-11,15.19-22) ‘Muchas de estas diferencias se deben a diversos estudios que compararon
algoritmos para ajustar el tratamiento del asma seguin el nimero de eosinéfilos del
esputo. En la practica clinica habitual los estudios descriptivos sefialan que cuando el
recuento de eosindfilos es igual o superior al 2% se debe aumentar la dosis de
glucocorticoides y si este valor estd entre el 1 y el 2%, no se deberia modificar @7 En el
caso de los neutrofilos, se considera neutrofilia en el El cuando el recuento de dichas

células es superior al 61-64,4% &2,

2.1.1.c. Interpretacion celular especifica del esputo inducido

- Eosindfilos. La presencia de eosinodfilos elevados puede indicar la necesidad de
incrementar el tratamiento glucocorticoideo en pacientes con asma, puede ayudar en
el diagndstico de bronquitis eosinofilica, puede indicar la exposicion a aeroalérgenos o

exacerbaciones asmaticas.

- Neutroéfilos. Una elevacién de los neutréfilos en el esputo inducido puede estar
presente en el asma neutrofilica, infeccion respiratoria, tabaquismo, exposicion laboral
a proteinas de bajo peso molecular, fibrosis quistica, fibrosis pulmonar idiopatica. La
combinacion de neutrofilia mas eosinofilia persistente puede sugerir un fenotipo mixto
de asma y una sensibilizacion alérgica a hongos, debiéndose descartar en este ultimo

caso una aspergilosis broncopulmonar alérgica.

- Macréfagos. Su presencia es indicativa de muestra del tracto respiratorio
inferior. El valor del recuento simple de estas células actualmente no tiene un uso
clinico establecido. Sin embargo en el estudio de la enfermedad intersticial y de la
tuberculosis, el estudio de su inmunofenotipo a través de la citometria de flujo puede

ser de utilidad.

- Linfocitos. Su recuento por encima de los valores de referencia obliga a

descartar sarcoidosis y otras granulomatosis, enfermedad de Crohn, infeccién por
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Chlamydia pneumoniae o Sindrome de Sjogren primario. Valores de linfocitos
elevados, con un moderado incremento del recuento celular total y de neutréfilos, es

muy sugestivo de infeccidn virica.

- Lipéfagos. Cuando son superiores al 15% permiten sospechar microaspiraciones

o reflujo gastroesofagico asociado.

- Hemosiderdfagos. Un 30% de dichas células se asocia a insuficiencia cardiaca

izquierda.

- Contenido antracético. Su presencia sugiere exposicion al tabaco o a

contaminacién por humo (23),

2.1.1.d. Factores que modifican la interpretacion del esputo inducido

Existen diversos factores que pueden modificar la interpretacion de la muestra, tales
como la concentracién celular, la viabilidad celular, el grado de contaminacion de la
muestra obtenida, la edad, las infecciones, el tabaquismo, el tratamiento con
antibidticos en el momento de la recogida de la muestra, el uso de antidcidos o de
inhibidores de la bomba de protones, el uso de tiotropio, el tipo de nebulizador
utilizado para su induccién, el tiempo que transcurre entre la obtencién de la muestra
y su procesado, la forma como éste se realiza, el personal que interviene en todo el

proceso, la variabilidad interobservador, entre otras.

Muchos profesionales e incluso investigadores desconocen que la calidad de la
muestra en el esputo inducido es uno de los puntos que se debe de tomar también en
cuenta a la hora de interpretar los resultados clinicos. Cada laboratorio deberia
establecer su propio programa de control de calidad, como parte integral de los
protocolos del procedimiento de obtencion y procesado de la muestra del esputo.
Siguiendo dicha recomendacién, en nuestra Unidad hemos establecido tres niveles de
calidad en base a la evidencia cientifica y a nuestra experiencia en el procesado de

esputos inducidos (mas de 20 afios). Concretamente, establecemos calidad:

— Alta: si existe una viabilidad superior al 40% y un porcentaje de células epiteliales

inferior al 20%.
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— Maedia: si existe una viabilidad inferior al 40% o un porcentaje de células epiteliales

superior al 20%.

— Baja: si existe una viabilidad inferior al 40% y un porcentaje de células epiteliales

superior al 20% o un recuento celular inferior a 1.000.000 cel./g.

Concordando con algunas publicaciones, en cuanto se refiere al procesado del

esputo inducido (8,24)

, huestra Unidad considera que para obtener una buena calidad
de la muestra, el factor mds importante es que el nimero minimo de células a
procesar sea de 1.000.000 cel./g de esputo procesado, de alli a que sdlo la disminucion

por debajo de ese valor, nos indique una baja calidad de la muestra.

2.1.1.e. Variabilidad de los fenotipos inflamatorios del esputo inducido

Estudios realizados recientemente han observado una variabilidad del fenotipo
inflamatorio del esputo inducido a lo largo del tiempo. Se ha observado que dicha

(25)

variabilidad puede aparecer a lo largo del dia ', por efecto del tratamiento con

(16,26)

glucocorticoides inhalados (ICS) , 0 a lo largo del curso evolutivo de la

@7) como en nifios %8, En todo caso, esta variabilidad en

enfermedad, tanto en adultos
la expresién del fenotipo inflamatorio debe cotejarse con la situacidn clinica de cada
paciente, en el momento de obtenerse la muestra, porque factores como las
infecciones intercurrentes pueden por ejemplo influir en dichos cambios (Ver anexo

10.1.1.).

2.1.1.f. Utilidad del esputo inducido

Las principales guias de préctica clinica en asma, nacionales e internacionales ),

recomiendan el uso del El especificamente en los pacientes con asma grave no

controlada.

Dentro de los supuestos practicos en los que El puede ser util en la practica
clinica habitual tenemos: en el diagndstico diferencial del asma, mala evolucién del
asma a pesar del tratamiento glucocorticoideo, prevencién de exacerbaciones
eosinofilicas asmaticas, asma ocupacional, manejo de la tos crénica, sospecha de
microaspiraciones, asma con disociacion clinica-FeNO, en el asma grave mal

controlada, entre otros (Ver anexo 10.1.2.).
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2.1.2. FRACCION EXHALADA DE OXIDO NiTRICO

La relacién exacta entre la fraccidon exhalada de éxido nitrico (FeNO) y la fisiopatologia
del asma sigue siendo aun un tema desconocido 9 3 utilidad de la medicion de la
FeNO se desprende de su capacidad para reflejar inflamacién bronquial,
especificamente la eosinofilica. La relacién con la eosinofilia ayuda al seguimiento de
algunos tipos de asma, pero representa un problema en el caso de tipos de asma grave
en donde la inflamacién neutrofilica puede jugar un papel importante. El uso de la
FeNO como posible marcador de eosinofilia se basa en diversos trabajos que
correlacionan las mediciones de la FeNO con eosinofilia en la via aérea 32 Algunos
estudios han valorado que existe una sensibilidad del 71% y una especificidad del 72%

para identificar un recuento de eosinéfilos >3% a través de la FeNO ©2),

2.1.2.a. Método

Actualmente la determinacién de la FeNO estd estandarizada seglun las
recomendaciones que la American Thoracic Society (ATS) y la European Respiratory
Society (ERS) consensuadas en el afio 2005 (34 y por las recomendaciones del Manual
de Procedimientos SEPAR ne 11 ©° publicado en el afio 2007. La medicion de la FeNO
se suele realizar a través de dos sensores: de quimioluminiscencia o electroquimico,
este Ultimo es el mas utilizado puesto que es mas barato, mas manejable y mas
sencillo de calibrar y utilizar. El procedimiento mas habitualmente utilizado es el de la
respiracion unica en el que tras el sujeto inhalar el NO hasta la capacidad pulmonar
total espira a un flujo de 50mL/s durante unos 6s aproximadamente. El registro de los
valores se realiza a través de una gréfica en la que el trazador desestima el pico inicial
de espiracion y mide la plateau (meseta > 3 s y gradiente de variabilidad < 10%). Se
realizan 3 mediciones y posteriormente se promedian segln las recomendaciones
internacionales ®***. Normalmente los equipos tienen una precision del £ 1% y un
margen de lectura entre 0 y 500 ppb. El analisis de los resultados se hace automatico y

la concentracién de la FeNO se expresa en partes por billon (ppb).

Para diferenciar anatdmicamente en qué lugar reside la inflamacién eosinofilica
diversos autores han descrito un modelo matemdtico que permite diferenciar la
contribucién de las vias aéreas distales en la producciéon de NO, en un modelo que se

(36)

denomina “bicompartimental” Este modelo permite conocer el célculo del
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componente alveolar (CANO, ppb) y separarlo del componente bronquial, pero para
ello se requiere la determinacién de la FeNO a diferentes flujos espiratorios. Se
especula que los niveles de CANO elevados en pacientes tratados con glucocorticoides
inhalados podrian reflejar la incapacidad de estos para llegar a las zonas mas distales

de las vias aéreas.
2.1.2.b. Valores de normalidad y reproducibilidad

Los valores de referencia de la FeNO pueden variar si se toma en cuenta el sexo, el
habito tabaquico, la atopia o el dispositivo de medicién. Los rangos de normalidad
estimados para adultos sanos suelen ser <35ppb, este se reduce a <25ppb 0 < 20ppb si
se toman en cuenta los factores de variabilidad y se eliminan los valores extremos
atipicos. Existe mucha discordancia sobre qué valores limites se deben de escoger para

(1)

el diagndstico de asma. La GEMA ' y la ATS sugieren >50 ppb en adultos y >35ppb en

nifios para presumir una inflamacién eosinofilica y de respuesta a glucocorticoides 7.
Bajos valores de la FeNO (<25ppb en adultos y <20ppb en nifios) pueden ser
particularmente Utiles para reducir la dosis de glucocorticoides o alternativas para

discriminar sintomas de inflamacion de la via aérea en la inflamacion eosinofilica.
2.1.2.c. Interpretacidon

Existen diversas variables que pueden modificar los valores de la FeNO. Por ejemplo,
puede estar elevada en pacientes con asma atdpica tras una respuesta tardia a

alérgenos (38)

y suele estar reducida en pacientes que responden a glucocorticoides. Es
controvertido la dosis necesaria de glucocorticoides que se requiere para reducir la
FeNO, asi como el tiempo necesario para medir este efecto (que puede variar entre 3

) (39-40)

dias y 8 semanas . Entre otras variables que pueden modificar los valores de la

FeNO tenemos: la técnica de medicion, el flujo espiratorio utilizado, el dispositivo
s . (41) (42) (43-
utilizado, el tabaco (puede generar valores bajos de FeNO) ™, la edad ™, el sexo
44 . . . . . T
), el ciclo menstrual, la altura, las infecciones respiratorias, el indice de masa corporal,
las bronquiectasias, la EPOC, la alveolitis fibrosante, la sarcoidosis, la tuberculosis, el

sindrome de Sjogren, la insuficiencia renal crdnica, la cirrosis hepatica, entre otras.

La ATS establece una serie de recomendaciones sobre la utilidad clinica de la

medicion de la FeNO *°). Entre ellas tenemos: diagnéstico de la inflamacion eosinofilica
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de las vias respiratorias, para valorar respuesta a los glucocorticoides en pacientes con
sintomas respiratorios y enfermedades crénicas, para apoyar el diagndstico
de asma en situaciones en las que se necesita una evidencia objetiva, como método de
monitorizacion de inflamacion en pacientes con asma. Valores altos persistentes

pueden estar relacionados con una exposicidn persistente a alérgenos.

2.1.3. CONDENSADO DEL AIRE EXHALADO
El condensado de aire exhalado (CAE), es un método no invasivo que nos permite
recoger moléculas volatiles procedentes de las vias respiratorias. Este es el resultado
de la condensacion del vapor de agua que se produce por la inhalacién a través de un
sistema de enfriamiento o congelacién. Este condensado contiene una mezcla de
compuestos volatiles y no volatiles, que provienen del fluido del revestimiento epitelial
de las vias respiratorias. La mayoria de los equipos funcionan haciendo pasar a través
de una camara refrigerada el aire exhalado, esta cdmara estd conectada a un vial que
recoge el aire condensado y tarda respirando a volumen corriente unos 10-15 minutos
en recolectar una muestra de 1 a 3 ml. El tiempo requerido para su obtencién y
procesado, ademas de la falta de estandarizacion, lo hacen que sea un método
utilizado principalmente en la investigacién (48)

Los aspectos metodoldgicos para la obtencién del CAE han sido revisados por la
ERS ). Entre los factores qgue pueden influir en la recogida del CAE estan: la edad, el
sexo, la contaminacidn con saliva, el patrén ventilatorio, el tabaco, el aire ambiente
gue el paciente respira en el momento de su recogida, y el consumo de alimentos
previos a la obtencién de la muestra. Los métodos de coleccidon de la CAE variaran
segun el tipo de condensador, asi mismo las propiedades fisicas de cada condensador
pueden influir en el condensado recolectado e inducir a variaciones en las particulas
recogidas. Dentro de los marcadores de inflamacidn que se pueden medir con el CAE
tenemos: el pH, marcadores de estrés oxidativo (el 8-isoprostano, el H,0,, aldehidos)
NO, prostanglandinas y leucotrienos. El analisis por inmunoabsorcién ligado a enzimas
(ELISA) es el método mas utilizado para medir los distintos biomarcadores del CAE. Sin
embargo, puede existir variabilidad segun el kit empleado. Entre otras técnicas de
medicién, mds caras y que consumen mas tiempo tenemos: la citometria de flujo, la

cromatografia en fase liquida o gaseosa y mas recientemente la deteccion de “huellas

29



INTRODUCCION

digitales metabdlicas” mediante resonancia magnética nuclear (RMN) o

espectofotometria de masa "),

En la actualidad el uso del CAE estd limitado al ambito de la investigacion clinica
o epidemioldgica. Se emplea fundamentalmente para la evolucién de biomarcadores
representativos del proceso inflamatorio o del estrés oxidativo de las vias aéreas
respiratorias. Dentro de las enfermedades mas comunes en las que puede ser til la
medicion del CAE estan: el asma, la EPOC, la fibrosis quistica, las bronquiectasias, el
reflujo gastroesofagico, la tos crénica, la fibrosis pulmonar idiopatica, la rinitis alérgica
y la hipertensiéon pulmonar. Actualmente la utilidad del CAE en el asma, se limita al
diagndstico de asma relacionada con el trabajo (que incluye el asma ocupacional y el
asma exacerbada por el trabajo), y como posible marcador de respuesta al tratamiento
de agudizaciones asmaticas. De momento se desconoce el efecto que pudiese tener las
enfermedades bucodentales (periodontitis, ginvivitis, candidiasis) u orofaringeas

(SAHS, roncopatias) sobre los constituyentes del CAE.

2.1.4. TEMPERATURA DEL AIRE EXHALADO
La temperatura del aire exhalado (TAE) se plantea como otro nuevo método no

invasivo de la inflamacién bronquial del asma “®

. Su fundamento se basa en que la
inflamacién de la mucosa bronquial en los pacientes asmaticos ocasiona una
vascularizacion de la misma, que a su vez provoca un aumento del flujo sanguineo y
gue se traduce en cambios en la temperatura de las vias aéreas. Este aumento del flujo
sanguineo de la mucosa bronquial se debe a que en la inflamacién intervienen una
serie de mediadores como son la histamina, la bradiquinina, los leucotrienos, factor
activador de plaquetas (PAF), la prostaglandina E2, la adenosina y el 6xido nitrico (NO)

III

y esta inflamacidén es la que se traduciria como un “calor local bronquial” detectable a

través de este nuevo equipo.

Estudios en pacientes asmaticos han descrito un incremento de la temperatura
bronquial susceptible de poder ser medida mediante la determinacion de la TAE 49),
Asi pues la medicién de la TAE podria ser un marcador sencillo, rapido y barato para la

medicion indirecta de la inflamacién bronquial.
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2.1.4.a. Medicion de la TAE

Existen varios métodos para medir la TAE. El incremento de la temperatura del aire

“8 3 través de una maniobra

exhalado (iTAE) fue propuesta por Paredi y cols.
espiratoria lenta y controlada, a un flujo de entre 10 y 11 L/min (maniobra parecida a

la utilizada para la medicidn de la FeNO).

La temperatura mdxima observada del aire exhalado (TAE pico) y la
temperatura meseta en la finalizacién de una maniobra de exhalacién (TAE plateau)

fue propuesta por Piacentini y cols. *9°%

a través de una maniobra lenta con un flujo
no controlado, similar a la de una capacidad vital no forzada. De estas dos mediciones,

y en estudios posteriores, los autores utilizan habitualmente la TAE meseta.

51 recientemente disefiaron un equipo para la

El grupo de Popov y cols.
medicion de la temperatura meseta del aire exhalado medida tras respirar a volumen
circulante. Este equipo ha sido comercializado por Delmedica (Singapore) con el
nombre de X-Halo y es el equipo que en las ultimas publicaciones se utiliza para medir
la TAE. Para obtener esta TAE meseta se requiere una respiracion a volumen

circulante, inspiracion nasal del ambiente y espiracién en el interior del equipo.

A pesar de los diferentes métodos de medicidon, todos han evidenciado
diferencias estadisticamente significativas en las mediciones de la TAE entre asmaticos
y controles sanos, lo cual habilita la medicién de la TAE como un potencial marcador

de la inflamacién bronquial.

Dentro de las limitaciones que deben tenerse en cuenta en la TAE es que
ninguna de las formas de medicién de la TAE (la iTAE, la TAE pico, la TAE plateau) estd
estandarizada, lo que limita su aplicacién en la clinica diaria, asi como la comparacién
de algunos de los resultados obtenidos, debido a las diferencias metodoldgicas
utilizadas. Para las tres primeras modalidades, ademdas, no existe un equipo
comercializado que facilite tanto su realizacion como sobre todo el calculo posterior,
por lo que requieren de un desarrollo técnico que las simplifique y las pueda acercar a

la practica diaria.
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Actualmente existen estudios que correlacionan la TAE con otros marcadores
de la inflamacién habituales en la practica diaria como son la FeNO, la eosinofilia en

esputo y sangre, el FEV; o las pruebas de provocacion bronquial.

2.1.5. DETECCION DE COMPUESTOS ORGANICOS VOLATILES MEDIANTE LA NARIZ
ELECTRONICA

La nariz electrénica es una técnica novedosa que se basa en la deteccion de
compuestos orgdnicos volatiles (COVs) presentes en la fase gaseosa de la respiraciéon
humana, que pueden ser detectados por sensores de cromatografia y espectrometria
de masas. La nariz electrénica se compone de un dispositivo formado por varios
sensores, que al ser expuestos a particulas volatiles experimentan cambios especificos
en su resistencia eléctrica y que se traducen en un patrdn o perfil de COVs mediante
regresiones logaritmicas. Estos patrones de COVs son sustancias quimicas compuestas
de carbono y que tienen la capacidad de convertirse en vapor y contactar con la
atmodsfera. Se han descrito muchas sustancias quimicas, entre ellas destacan: el
isopreno, el benceno, el tolueno y el formaldehido. Los COVs pueden ser usados como
biomarcadores no invasivos de “huellas olfativas” capaces de distinguir

enfermedades.

Hasta la fecha no existe una estandarizacién del método, es por ello que al
hablar de nariz electrénica hay que tener en cuenta varios puntos: el tipo de nariz
utilizada (por espectofrometria de masa, por cromatografia de gases, Cyranose 320), el
tipo de andlisis de los resultados (cross-validated accuracy, M-distance, neural
network) y la validacién y reproducibilidad de los resultados en cada una de las narices
utilizadas. La narices electrénicas que existen en el mercado estdn hechas con fines
militares (detectar bombas, narcéticos), en la industria alimentaria, para monitorizar
parametros medioambientales, en el desarrollo de fragancias y cosméticos o con fines
enoldgicos. La nariz electrdnica actualmente en el area de neumologia sélo se utiliza
en la investigacién, diversas enfermedades como el asma, la EPOC, el reflujo

gastroesofagico, el cancer de pulmon son los temas mas estudiados.

Existen estudios que han demostrado que la nariz electrénica es capaz de

discriminar: asmaticos de controles sanos (distinguiendo en menor grado las diversas
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(53)

gravedades asmaticas) (52), el grado de control del asma , fumadores de no

fumadores, EPOC vs asma 4)

. Se ha observado que el rendimiento diagndstico del
asma estd aumentado cuando se combina con la FeNO ®°). Asi mismo, se ha descrito su
utilidad en el diagndstico del reflujo gastroesofagico 58 del mesotelioma pleural

") cancer de pulmén de célula no pequefia ®®. Y se ha evidenciado que una

maligno 5
disminucion del calibre de la via aérea per se, no esta asociada con una alteracién de
las “huellas olfativas” en asma, medidas por la nariz electrdnica y que las mismas no

muestran cambios significativos en diferentes dias en asmaticos estables 59),

2.2. Fenotipos inflamatorios bronquiales del asma

Existe un aumento en la evidencia que sugiere que al establecer el fenotipo de la
enfermedad asmatica segun la inflamacion de la via aérea, se pueden identificar
subgrupos de pacientes que mas facilmente responden a tratamientos anti-

inflamatorios como los glucocorticoides inhalados (60-61)

y anti-IL5. Asi mismo se ha
demostrado que aquellos con un fenotipo neutrofilico responden menos al

tratamiento con glucocorticoides y podrian responder favorablemente a tratamientos

(62) (63)

prolongados con macrélidos ', y posiblemente a tiotropio

El esputo inducido es la técnica que actualmente se utiliza para clasificar los
fenotipos inflamatorios bronquiales en pacientes con asma. Segun la celularidad del
esputo, este se puede clasificar en 4 fenotipos: aquellos que tengan un recuento de
neutrdfilos superior a 61% se clasifican como neutrofilicos, aquellos con eosindfilos
superior al 3% se clasifican como eosinofilicos, aquellos con recuento de neutroéfilos
menor del 61% y menor del 3% de eosindfilos se clasifican como paucigranulociticos y
aquellos con recuento de neutréfilos mayor del 61% y mayor del 3% de eosindfilos se

clasifican como mixtos *#%%,

2.3. Planteamiento de los proyectos de la tesis

La utilidad de la medicién de la FeNO radica en su capacidad para identificar la
inflamacién bronquial eosinofilica determinada a través del El. Si bien parece ldgico
presuponer que en el asma eosinofilica existe una buena correlacién entre los
resultados obtenidos con ambos métodos (FENO y recuento de eosindfilos en el

esputo inducido (REEI)) en la practica clinica, en ocasiones existe una disparidad entre
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dichos resultados. Asi, algunos pacientes presentan una FeNO alta, pero un REEI
dentro de los valores de referencia (DVR), y al contrario, otros con un REEI alto
presentan una FeNO DVR, independientemente del grado de control y del tratamiento
del asma. En base a estas discrepancias se diseiid el primer estudio con el objetivo
principal de conocer la proporcion de pacientes en los cuales existia una disociacién
entre los valores de la FeNO y del REEI y definir si estos tenian caracteristicas clinico-

inflamatorias diferenciales.

Posteriormente se disefiaron los siguientes dos estudios, con la finalidad de
conocer la utilidad de la TAE y la nariz electrénica como nuevos métodos no invasivos

para determinar la inflamacién bronquial en el asma.
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3. Hipdtesis

Existe un grupo de pacientes en la practica clinica que cursan con disociacién
entre los valores de la FeNO y de los eosindfilos en el esputo inducido, estos
pacientes tienen caracteristicas diferenciadoras que permiten explicar tales
discrepancias.

La temperatura del aire exhalado y la nariz electrénica se plantean como
nuevos métodos capaces de discriminar los diferentes fenotipos inflamatorios
de asma.

La temperatura del aire exhalado permite determinar el control y la gravedad

del asma.

4. Objetivos

1)

2)

3)

Conocer la proporcidn de pacientes con asma que cursan con disociacién entre
los valores de la FeNO vy el recuento de eosindfilos en el esputo inducido y
describir sus posibles caracteristicas clinicas e inflamatorias diferenciales.
Determinar si la temperatura del aire exhalado esta relacionada con el control
del asma, la gravedad de la enfermedad, la obstruccién bronquial y la
inflamacién bronquial.

Establecer la capacidad que tiene la nariz electrdonica para discriminar los
diferentes fenotipos inflamatorios de asma determinados mediante el esputo

inducido.
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5. Métodos y Resultados

5.1. Estudio |: Caracteristicas clinicas e inflamatorias del asma con disociacion entre

la FeNO y la eosinofilia en el esputo inducido

5.1.1. Método del estudio |

Estudio transversal, descriptivo, realizado entre los meses de noviembre del 2011 y
noviembre del 2013, disefado para determinar la correlacién entre el recuento de
eosindfilos del esputo inducido (REEI) y la FeNO en 110 pacientes con asma en
tratamiento de mantenimiento y que acudian para la realizacion de un esputo inducido
para su valoracion clinica. Todos los pacientes procedian de una consulta tematica de
asma. Los asmaticos fueron definidos segun los criterios de la GEMA y GINA 2009 (t-2) y
clasificados segun la presencia de disociacidon o no entre el REEI y la FeNO. Criterios de
exclusion: haber padecido infeccién respiratoria y/o haber requerido el uso de
glucocorticoides orales en el ultimo mes, tener baja adherencia terapéutica, tener
alguna enfermedad potencial que alterase los niveles de la FeNO (sarcoidosis, cancer
de pulmodn, tuberculosis, bronquiectasias, nefropatia, enfermedad reumadtica o
hepdtica), cualquier comorbilidad que pudiese afectar la comprension vy/o

colaboracion en el estudio.

De todos estos pacientes se recogieron datos demograficos y clinicos de su
enfermedad. Se realizaron las siguientes determinaciones o exploraciones en el mismo
dia: FeNO, espirometria forzada, recuento de células inflamatorias en el esputo
inducido, nimero de eosindfilos en sangre periférica y de IgE total en sangre, prick-test
cutdneo para aeroalérgenos. Se les pidié a los pacientes que cumplimentaran el

cuestionario de control del asma (ACT) (Asthma Control Test).

La medicién de la FeNO se realizd con un equipo electroquimico (NO Vario

Alalyzer. FILT Lungen and Thorax diagnostic GmbH, Berlin, Alemania) a un flujo de 50

(34)

ml/s, siguiendo las recomendaciones de la ATS/ERS 2005 , se consideré una

elevacion significativa de la FeNO cuando los valores resultaron igual o superiores a 50

(45)

ppb . Las mediciones espirométricas se realizaron con un equipo Datospir-600
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(Sibelmed SA, Barcelona, Espafia) por un técnico experimentado y siguiendo las
recomendaciones de la SEPAR 2013 (65); se considerd un FEV; en el rango de referencia
cuando fue superior o igual al 80% del valor tedrico 68) |3 induccion y el procesado de
la muestra de esputo se realizaron segln el procedimiento estandarizado )
Brevemente, los tapones de moco se seleccionaron manualmente y se pesaron, se
incubaron (15 min a temperatura ambiente) y diluyeron cuatro veces el peso (en ml)
con PBS de Dulbecco. Para romper los tapones de moco se sometid la muestra a un
agente reductor “ditiotreitol” (DTT) Sputolysin®. Posteriormente se filtré por gravedad
a través de un filtro de red de nylon 41um de poro (Millipore). Después de la
homogeneizacién, cada muestra se dividid en alicuotas en dos partes de igual
volumen. El recuento de células totales se realiz6 usando un hemocitémetro de
Neubauer. Las muestras con un nimero de células de esputo (<1000 x 10° células / g)
fueron excluidas. La viabilidad celular se determiné a través de un microscopio de luz
usando tincion con azul de tripano. Después de centrifugar la preparacion de células,
se obtuvo el sedimento celular y el sobrenadante. El sedimento de células se utilizé
para el recuento diferencial celular (macréfagos, eosinéfilos, neutrofilos, linfocitos y
células epiteliales bronquiales) utilizando la tincién de Wright-Giemsa. El analisis
diferencial de leucocitos se realizé en un minimo de 400 células. Para clasificar los
fenotipos inflamatorios bronquiales de asma, aquellos pacientes que tenian un
recuento de neutrdéfilos >61% fueron clasificados como asma neutrofilica;, aquellos con
eosinodfilos en el esputo >3%, como asma eosinofilica; aquellos con neutréfilos < 61% y
< 3% de eosindfilos en el esputo como asma paucigranulocitica y aquellos con
neutrdfilos >61% y >3% de eosindfilos en el esputo como asma mixta ®4 13
determinacién de la IgE total en sangre se realizd mediante ImmunoCAP (Phadia 250),
se consideré aumentada cuando mostré unas cifras superiores a 160 Ul/mL. El prick-

7 se considerd positivo cuando el

test se realizd segun el procedimiento estandar (6
diametro de la papula fue superior a 3 mm. Se utilizd el Asthma Control Test (ACT),
cuestionario de auto-evaluacién validado al espafiol 8 disefiado para valorar el
control del asma. Se considerd un buen control cuando el resultado fue superior a 20
puntos. Se consideraron dosis altas de glucocorticoides inhalados a las de dipropionato

de Beclometasona (o equivalente) > 1000 pg/dia M Se definié a los pacientes con

37



METODOS Y RESULTADOS

asma alérgica cuando cursaban con sintomas de asma ante uno o mas alérgenos y

prick test positivo para estos.

Los pacientes que presentaron disociacion entre ambos métodos, fueron
divididos en dos grupos. El Grupo 1 fueron aquellos pacientes que tenian una FeNO <
50ppb y un REEI alto (>3%) y el Grupo 2 eran aquellos que tenian una FeNO> 50 ppb y

un REEI dentro de los valores de referencia.

5.1.1.a. Andlisis estadistico

Las variables categdricas se expresaron como frecuencias absolutas y relativas y las
variables cuantitativas como media y desviacién estandar. Las comparaciones entre los
dos grupos de pacientes asmaticos se realizaron mediante el analisis "t"-student para
las variables cuantitativas. Se utilizd la prueba de chi-cuadrado o de McNemar para las
variables categoricas. Se realizé un analisis de correlacidon de Pearson entre la FeNO, el
REEI y la eosinofilia en sangre periférica. Se considerd una diferencia estadisticamente
significativa un valor de p inferior a 0,05. El analisis se realizé con el programa SPSS

versién 18.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EE.UU).

5.1.2. Resultados del estudio |

5.1.2.a. Caracteristicas demograficas, clinicas y funcionales de la poblacion

De los 110 pacientes asmaticos, 55 (50%) eran mujeres, con una media de edad de 49
(15) afios. Respecto al tabaquismo: 49 pacientes (45,5%) no habian fumado nunca, 15
(13,6%) eran exfumadores y 10 (9,1%) eran fumadores activos. 104 pacientes (94,5%)
tenian un FEV; en el rango de referencia, la FeNO >50ppb estaba elevada en 80
pacientes (72,7%), y la IgE total en sangre estaba elevada en 33 pacientes (30%) con
una media de 680,8 Ul/mL. El ACT mostré un buen control del asma en 92 pacientes
(86,6%); 52 pacientes (47,3%) tenian eosinofilia en el esputo; 68 pacientes (61,8%)
presentaban rinitis asociada. El prick-test resulté positivo en 85 casos (77,2%). Con
respecto a las dosis de glucocorticoides inhalados recibidos: el 3,6% no recibia, el

42,8% recibia bajas dosis, el 21,4% recibia dosis medias, el 32,2% recibia dosis altas.
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5.1.2.b. Disociacion FeNO y eosinofilia en el esputo inducido (utilizando como valores

de la FeNO >50ppb)

Del total de 110 asmaticos, 46 (41,8%) presentaron una disociacion entre los valores
de la FeNO y de la eosinofilia en el esputo inducido. De estos, 34 (73,9%) fueron
asignados al grupo 1y 12 (26,1%) al grupo 2. Las caracteristicas de estos pacientes se
detallan en la tabla 1. Los pacientes del grupo 1 con respecto al grupo 2 presentaron
un mayor numero de visitas a urgencias en los Ultimos 12 meses, 1,4 visitas (2,9) vs 0
visitas, p=0,037; un fenotipo inflamatorio eosinofilico (94,1%) y mixto (5,9%) vs un
fenotipo inflamatorio paucigranulocitico (91,7%) y mixto (8,30%), p=0,000 y un menor

porcentaje de prick test positivo 70,6% vs 91,7%, p=0,037.

5.1.2.c. Correlaciones

Tras analizar a los 110 pacientes asmaticos, se observé una correlacién positiva entre
los eosindfilos en sangre periférica (valores absolutos) y el REEI (r=0,48; p=0,000). Asi
mismo se observd una correlacion positiva débil entre la FENO y el REEI (r=0,20;
p=0,036). De estos 110 pacientes un 16,21% mostré una concordancia entre los

valores de la FeNO y el REEI.
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Tabla 1: Caracteristicas demograficas, clinicas y funcionales segun la disociacion

entre la FeNO y la eosinofilia en el esputo inducido

Grupo 1 Grupo 2
FeNO < 50ppb / REEI | FeNO >50ppb / REEI
Variables alto dentro de los valores g
(n=34) de referencia
(n=12)
Mujeres, n (%) 21 (61,8) 5(41,7) 0,227
Edad en afios, media (DE) 53,09 (16) 43,08 (13,5) 0,150
indice de masa corporal, (kg/m?), media (DE) 27,04 (3,9) 24,23 (2,2) 0,107
Fumadores o ex-fumadores, n (%) 10 (29,4) 6 (50) 0,399
Asma bien controlada (ACT 2 20), n (%) 12 (35,3) 8 (66,7) 0,455
Asma persistente grave, n (%) 15 (44,1) 2 (16,7) 0,517
Visitas a urgencias en los ultimos 12 meses, media (DE) | 1,4 (2,9) 0 0,037
FEV, (% ), media (DE) 80,6 (23) 88,3 (16,3) 0,422
Rinitis, n (%) 25 (73,5) 9 (75) 0,924
Poliposis nasal, n (%) 12 (35,3) 2 (16,7) 0,350
Glucocorticoides inhalados (% pacientes tratados)
Dosis altas 31,8 33,3
0,930
Dosis medias 22,7 16,6
Valores de FeNO (ppb), media (DE) 25,35 (10,9) 85,25 (29,7) 0,001
Fenotipo inflamatorio predominante, n (%)
Eosinofilico 32 (94,1) 0
0,001
Paucigranulocitico 0 11 (91,7)
Recuento de eosindfilos en el esputo inducido, %, | 11,7 (8,9) 1,03 (0,9) 0,001
media (DE)
Recuento de neutréfilos en el esputo inducido, %, | 39,5 (20,7) 47,4 (21,4) 0,418
media (DE)
Prick test positivo, n (%) 24 (70,6) 11 (91,7) 0,037
Total IgE en suero, IU/mL, media (DE) 321,4 (721,3) 572,7 (337,7) 0,734
Recuento de eosinéfilos en sangre periférica (x 10°/L) 0,43 (0,3) 0,32 (0,1) 0,456
Eosindfilos en sangre periférica, %, media (DE) 5,7 (3,5) 4,5 (2,9) 0,459
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5.2. Estudio II: Utilidad de la temperatura del aire exhalado plateau en pacientes con

asma

5.2.1. Método del estudio Il

Estudio observacional, transversal, de los datos recogidos desde enero 2012 hasta julio
2013 de 69 pacientes en tratamiento de mantenimiento para el asma con una edad
mayor de 18 afios y que provenian de las consultas externas de asma de nuestro
Centro. Se definid a los paciente con asma y las dosis altas de glucocorticoides
inhalados segun los criterios de la GINA @ Los criterios de exclusion fueron: la
presencia de infeccidn del tracto respiratorio o exacerbacion del asma en los 30 dias
anteriores a la inclusion, el uso de tratamiento con glucocorticoides orales o farmacos
inmunomoduladores, pacientes con hospitalizacion programada durante el estudio,

trastornos cognitivos que afectasen la comprension del estudio.

Todos los pacientes respondieron al cuestionario ACT y posteriormente se les
realizd6 en el mismo dia, los siguientes examenes: FeNO, espirometria forzada,
recuento de células inflamatorias en el esputo inducido, IgE total en sangre, prick-test
cutaneo para aeroalérgenos. El esputo inducido se analizé dentro de las 2 h
posteriores y se registro también el indice de masa corporal (IMC). Todas las
mediciones, procedimientos y valores de referencia que se utilizaron en este apartado,

siguieron el mismo método empleado en el estudio I.

La TAE plateau se midié utilizando un termdémetro X-halo Breath (Delmedica,
Singapur) (ver figura 1), segin el método validado por Popov et al. G Los pacientes
fueron instruidos para respirar a volumen circulante, inhalando libremente a través de
la nariz y exhalando en el dispositivo. La maniobra se continud hasta que el software
del instrumento indicara que el valor medido se mantuviera estable. La TAE plateau se
definié como aquella temperatura que se mantuviese durante 20 s con cambios
<0,01°C. A todos los pacientes, la TAE plateau se midié por la manana (9:00-10:00 h)
después de un minimo de 2 h de ayuno. La temperatura del medio ambiente se
controldé para mantener una condicidn estable de 24 + 1°C y una humedad relativa de

40 a 50% .
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Figura 1: X-Halo Breath Thermometer

5.2.1.a. Andlisis estadistico

Para la estadistica descriptiva, los valores basales de los datos cualitativos se
presentaron como porcentajes y frecuencias, y para los datos cuantitativos, como
medias y desviacién estandar (DS). El andlisis de comparacion entre dos grupos se
realizd por analisis "t"-student para las variables cuantitativas. La comparacién entre
los grupos de acuerdo con los fenotipos inflamatorios del esputo inducido se llevd a
cabo mediante el analisis de varianza. Los resultados se presentaron como valores
medios y DS. Las variables categdricas se compararon mediante tablas de contingencia
utilizando la prueba de X’ Los resultados se expresaron en nimero de casos y

o n
r

porcentajes. El andlisis de correlacidn se realizd mediante la de Pearson. En todos
los casos, el nivel de significacion estadistica fue del 5% (a = 0,05). El analisis
estadistico se realizé con el programa SPSS (version 18.0) para Windows (SPSS Inc.,

Chicago, Ill., EE.UU.).

5.2.2. Resultados del estudio Il

5.2.2.a. Caracteristicas demograficas, clinicas y funcionales de la poblacion

Las caracteristicas demograficas, clinicas y funcionales de los 69 asmaticos se muestran

en la Tabla 2.
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Tabla 2: Caracteristicas demograficas, clinicas y funcionales de los 69 asmaticos

Variables

N=69

Sexo (% mujeres)

62,3%; p=0,113*

Edad (afios); mediana (valores min - max)

49,7 (15,6); 47 (22-80); p=0,752*

IMC (kg/m?2); mediana (valores min - max)

26,9 (4,9); 26,8 (16,6-45,3); p=0,838*

Duracion de la enfermedad (afios ); mediana (valores min -
max)

11,7 (9,45); 9 (1-35); p=0,604*

Ex-fumadores (%) e indice de (paq/afios)

31% (8,5 pag/afios); p=0,108*

Rinitis (%)

69,6%; p=0,628*

Poliposis nasal (%)

21,7%; p=0,424*

Prick test positivo (%)

68,1% (60% para acaros del polvo
domeéstico, 13% para polenesy 27%
para otros alérgenos); p=0,082*

Asma controlada (%) (ACT = 20)

Mediana ACT (valores Min-Max)

62,3%; p=0,521*

22 (9-25)

Pacientes con budesonida (o equivalente ICS) = 800 pg/dia (%)

33,3%; p=0,371*

Pacientes con combinaciones de ICS/LABA (%)

55,1%; p=0,565*

Pacientes con prueba broncodilatadora positiva (%)

25,6%; p=0,425*

Asma leve (Step 1-2)
Asma moderada (Step 3)

Asma grave (Step 4-5)

34,8%
18,8%

46,4%; p=0,749*

FEV, (%); mediana (valores min - max)

82,7 (19,3); 88 (36-117); p=0,255*

FEV,/FVC; mediana (valores min - max)

67,5 (13,6); 70 (32,2-94,4); p=0,734*

Total IgE Ul/mL; mediana (valores min - max)

361,9 (633,1); 124 (2-3500); p=0,881*

REIl (%); mediana (valores min - max)

7,2 (11,2); 3,1 (0-65,8); p=0,328*

Recuento de neutréfilos en el El (%); mediana (valores min -
max)

42,9 (23,2); 40,2 (4,9-85,7); p=0,190*

Fenotipos inflamatorios de asma (%)

Paucigranulocitico: 33,33 %
Eosinofilico: 50,72%

Neutrofilico: 15,95%; p=0,364*

FeNO (ppb); mediana (valores min - max)

38,4 (32,7); 27 (3-174); p=0,589*

TAE plateau (2C); mediana (valores min - max)

34,19 (0,66); 34,33 (32,09-36,2);
p=0,038*

* Comparacion entre sexos
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5.2.2.b. Control del Asma

Los pacientes se clasificaron en dos grupos segun el nivel de control del asma.
Cuarenta y tres pacientes tenian un asma bien controlada (62,31%; ACT > 20) y 26
tenian un asma mal controlada (37,69%). Los niveles de la TAE plateau no mostraron
diferencias significativas entre los grupos: 34,29°C (0,61) en los asmaticos con buen
control vs 34,02°C (0,72) en el grupo de los asmaticos con un mal control (p = 0,104).
No se observod una correlacion significativa entre los niveles de la TAE plateau y el ACT

(r=0,179, p=0,142).
5.2.2.c. Gravedad del asma

Segun la gravedad de la enfermedad, los pacientes fueron clasificados en dos grupos:
24 (34,78%) tenian asma intermitente o persistente leve y 45 (65,22%) asma moderada
o grave. La TAE plateau fue de 34,33°C (0,28) en los asmaticos intermitentes y leves y
34,11°C (0,78) en el grupo de asma moderada-grave. No se observaron diferencias

significativas entre los grupos (p = 0,200).
5.2.2.d. Obstruccién bronquial

Segun los valores de la FEV1%, se considerd que tenian una obstruccidn bronquial
aquellos pacientes que tenian un FEV1% <80% del valor tedérico normal. Asi, 28
pacientes (40,58%) tenian una obstruccidn bronquial y 41 (59,42%) no. La TAE plateau
fue de 34,30°C (0,43) en el primer grupo y 34,02°C (0,88) en el segundo grupo. Estas
diferencias no fueron estadisticamente significativas (p = 0,128). No se encontrd una
correlacion significativa entre las mediciones de la TAE plateau y la FEV1% (r = 0,165, p

=0,176) en ninguna de las muestras analizadas.

5.2.2.e. Inflamacion bronquial

Fraccion de dxido nitrico exhalado

Dieciocho pacientes (26,08%) tenian una FeNO alta (= 50 ppb), y 51 (73,92%) tuvieron
valores normales de la FeNO (<50 ppb). La TAE plateau fue de 34,26°C (0,57) en el
primer grupo y de 34,17°C (0,69) en el segundo grupo. La diferencia no fue significativa
entre ambos grupos (p = 0,604), tampoco se encontré una correlacién significativa

entre las mediciones de la TAE plateau y los valores de la FeNO (r=-0,07, p = 0,568).
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Fenotipos inflamatorios bronquiales del asma

Veintitrés pacientes (33,33%) tenian un fenotipo paucigranulocitico, 35 (50,72%)
tenian un fenotipo eosinofilico, y 11 (15,95%) tenian un fenotipo neutrofilico. La TAE
plateau observada por grupo fue de 34,22°C (0,78) para los pacientes con asma
paucigranulocitica, 34,12°C (0,53) para los pacientes con asma eosinofilica, y 34,34°C
(0,78) para los pacientes con asma neutrofilica. No se encontraron diferencias
significativas en las mediciones de la TAE plateau entre los diferentes fenotipos
inflamatorios de asma (p = 0,607). Sin embargo, se demostrd una correlacidon negativa
significativa débil entre el nimero de eosindfilos en el esputo inducido y la TAE plateau

(r = -0,348, p = 0,003) (Fig. 2).

Figura 2: Correlacién entre la TAE plateau y el porcentaje de eosindfilos en el esputo

inducido de los pacientes asmaticos
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5.2.2.f. Variables confusoras

No hubo correlacién significativa entre la TAE plateau y: la edad (r =-0,052, p = 0,670),
el indice de masa corporal (r= 0,091, p = 0,459), la temperatura del aire ambiente (r= -
0,075, p = 0,586), la temperatura corporal (r= 0,156, p = 0,262). Hubo una diferencia
significativa en la TAE plateau segun el sexo: en la mujeres fue de 34,07°C (0,74) y en

los hombres fue de 34,38°C (0,46) (p = 0,038). La Figura 3 compara los valores de la
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TAE plateau entre los diferentes subgrupos estudiados: ACT <20 vs. > 20; FEV1 >80 vs.
FEV1 <80; FeNO >50 vs. <50 ppb; dosis de ICS altas vs. dosis medias/ bajas; edad <47

afos vs. > 47 afios (encima del valor medio), y los hombres vs. las mujeres.

Figura 3: Comparacion de los valores de la TAE plateau entre los diferentes

subgrupos estudiados
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5.3. Estudio lll: Discriminacidn de los fenotipos inflamatorios bronquiales de asma a

través de la nariz electronica

5.3.1. Método del estudio Il

Estudio transversal disefiado para analizar la concordancia entre los fenotipos
inflamatorios del esputo inducido de pacientes asmaticos con los compuestos

orgdnicos volatiles (COV) (huellas olfativas) a través de la nariz electrénica.

Cincuenta y dos adultos con asma persistente, siguiendo los criterios de la GINA

@ provenientes de las consultas externas de la unidad de asma de nuestro centro
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fueron reclutados para participar en el estudio desde enero a diciembre de 2013. Los
criterios de exclusion fueron: infeccion de las vias respiratorias o una exacerbacion de
asma los 30 dias anteriores a la inclusidn, tratamiento con glucocorticoides orales o
inmunosupresores. Pacientes fumadores y ex fumadores se incluyeron en el estudio.
Se considerd un paciente ex-fumador cuando estos habian dejado de fumar desde los
12 meses antes del inicio del estudio. Sélo se seleccionaron pacientes que tenian

esputo inducido con buena calidad.
5.3.1.a. Mediciones

Para realizar las mediciones del estudio, los pacientes dejaron de tomar los
medicamentos inhalados diez horas antes y dejaron de fumar, de ingerir alimentos y
bebidas tres horas antes de las determinaciones. En una sola visita se les realizo las
siguientes pruebas: medicidén del control del asma a través del cuestionario ACT (68),
prick test a los aeroalérgenos locales habituales 7 FeNO por quimioluminiscencia (NO
Vario Analyser, FILT GMBH, Berlin, Alemania), siguiendo las recomendaciones de la ATS
/ ERS ®¥. Se recogio el gas exhalado a través de la nariz electrénica de la siguiente
forma: los pacientes respiraban a través de una boquilla que estaba conectada a una
valvula de re-inhalacion de 2 vias (Hans Rudolph 2700, Hans Rudolph, Kansas City, MO)
con un filtro de COV inspiratorio (Compact Air Plus Norte, Middelburg, Paises Bajos) y
un depdsito de silice espiratorio, que se cambié en cada paciente, para secar el aire
espirado. Se recogié dentro de 10 minutos, el aire espiratorio en una bolsa Tedlar 10-L,
que se lavé con aire ambiente entre los pacientes (tiempo necesario para verificar que
todos los sensores estaban dentro del rango de referencia especificado por el
fabricante de la bolsa), posteriormente se conecté durante 5 minutos a la nariz
electrdénica (Cyranose 320TM; Smith Detecciones, Pasadena, CA. Ver figura 4) provisto
de una serie de nano-sensores compuestos por 32 polimeros organicos. Los cambios
en la resistencia eléctrica nano-sensor generaban un perfil respiracion - print COV
(huella olfativa). La medicidn se baso en una variacion de la resistencia en cada sensor
cuando se exponia a una mezcla de COV. Estos cambios en la resistencia se
presentaron como patrones y se analizaron mediante algoritmos de reconocimiento de

patrones (79 Todas las muestras se recogieron en la misma habitacion. La induccidn y
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el procesado del esputo inducido se realizaron segin el método descrito en el estudio

Los fenotipos inflamatorios de asma bronquial se clasificaron segiun el
porcentaje de células en el esputo inducido (igual que en el método del estudio I). Asi
el fenotipo neutrofilico era el que tenia >61% de neutréfilos, el eosinofilico >3% de
eosinodfilos y el paucigranulocitico <61% de neutrdfilos y eosinéfilos <3%. Se excluyé el
fenotipo mixto dado el poco porcentaje de pacientes que tenian este fenotipo. A todos
los pacientes se les realizd también una puncidn venosa para analizar la IgE sérica total

R (65)

y una espirometria forzada siguiendo las directrices de la SEPA y los valores de

referencia de la poblacién mediterrdnea (66)

Figura 4: Nariz electronica (Cyranose 320TM; Smith Detecciones, Pasadena, CA)

5.3.1.b. Anadlisis estadistico

Las variables categdricas se expresaron como frecuencias absolutas y relativas y las
cuantitativas como media y desviacién estandar. Los grupos se compararon mediante
ANOVA, Chi-cuadrado o la prueba de Fisher, seguin correspondia. Un valor de p menor
de 0,05 fue considerado estadisticamente significativo. El analisis de los datos de Ila
impresion del aire exhalado recogido se analizd utilizando una aplicacion de
reconocimiento de patrones del software MATLAB (v.R2012a), y fueron representados
por regresidn logaritmica como graficos mono o bidimensionales segun los algoritmos
publicados anteriormente (5254 | os datos brutos se redujeron mediante el andlisis de

componentes principales (PCA) a tres factores principales. Estos factores PCA fueron
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analizados en un ANOVA univariante con pruebas post-hoc. Un analisis discriminante
lineal candnico se realizé utilizando los factores de PCA, que luego fue empleado para
clasificar a los pacientes en categorias. Sobre la base de los factores diferenciadores de
la PCA, se calculé la funcién discriminante que mejor distinguia a los diferentes
fenotipos inflamatorios. La precision del modelo se definié como el porcentaje de
pacientes clasificados correctamente utilizando los resultados del esputo inducido
como referencia. Para el analisis discriminal, se utilizé el método de “leave-one-out”

) 5213 funcién discriminante fue entrenada utilizando todos los

(dejar uno fuera
sujetos menos uno, utilizando cuatro muestras (PCA), si tres de las muestras eran
correctas la funcién discriminante era valida. El proceso se repitid para todos los
sujetos y los resultados se utilizaron para calcular el valor del porcentaje de precisién
de validacién cruzada. La sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor
predictivo negativo fueron calculados para los tres fenotipos inflamatorios. El
funcionamiento del receptor se generd utilizando los resultados de la funcidn
discriminante y la combinacion de todas las muestras de un sujeto. Si una materia
evaluada (verdadera "clase 1”) tenia tres muestras dirigida a la "clase 1" por el
identificador y uno de “Clase 0”, la verdadera tasa positiva se consideré como 0,75. El
area bajo la curva ROC se calculdé utilizando los pares de valores de X, Y y una

aproximacion trapezoidal para el espacio entre los puntos. Estos andlisis fueron

realizados por un ingeniero experto en el tema.

5.3.2. Resultados del estudio Il

5.3.2.a. Caracteristicas demograficas, clinicas y funcionales de los pacientes

La tabla 3 muestra las caracteristicas demograficas, clinicas y funcionales de los

participantes. No se observaron diferencias significativas entre los grupos.
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Tabla 3: Caracteristicas demograficas, clinicas y funcionales de los participantes

Fenotipo Fenotipo Fenotipo P
eosinofilico neutrofilico paucigranulocitico
(n=24) (n=10) (n=18)

Edad (afios) media (DE) 47,8 (16,4) 54,8 (18,0) 42,9 (10,6) ns
Sexo (% mujeres) 67 40 61 ns
IMC (Kg/m?) media (DE) 26,1 (4,3) 25,7 (4,0) 27,2 (6,8) ns
Fumadores activos (%) 12 10 5 ns
Ex-fumadores(%) 30 30 23 ns
IgE (Ul/ml) media (DE) 148 (404,6) 45,25 (100,7) 238,5 (565,58) ns
Prick test positivo (%) 71 60 83 ns
Pacientes con ACT 2 20 (%) 58 60 78 ns
ACT media (DE) 19,8 (4,4) 20,9 (5,9) 20,9 (4,5) ns
FEV, (%) media (DE) 86,9 (19,2) 78,8 (17,9) 89,9 (14,9) ns
FEV,/FVC media (DE) 69,4 (15,2) 65,5 (13,1) 71,5 (10,6) ns
FeNO (ppb) media (DE) 32 (38,75) 25 (26) 21,5 (37,25) ns
Pacientes con beclometasona 29 30 33 ns

(o ICS equivalente) 2 800 pg/dia
(%)
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La tabla 4 muestra las caracteristicas del esputo inducido de los participantes, segun
los resultados, 24 pacientes (46%) tenian un fenotipo eosinofilico, 10 pacientes (19%)

neutrofilico y 18 pacientes (35%) paucigranulocitico.

Tabla 4: Caracteristicas del recuento de células inflamatorias del esputo inducido

observadas en los tres grupos analizados

Fenotipo Fenotipo Fenotipo P
eosinofilico neutrofilico paucigranulocitico
(n=24) (n=10) (n=18)

Linfocitos (%) 0,8 (0,6) 0,9 (0,5) 1,0 (0,6) 0,516
Macroéfagos (%) 56,4 (17,8) 19,2 (9,3) 61,1 (20,0) <0,001
Eosinodfilos (%) 13,2 (14,0) 1,3(0,9) 0,9 (0,6) <0,001
Neutrofilos (%) 29,4 (16,4) 77,3 (8,1) 36,5 (20,4) <0,001
Células escamosas 7,21 (5,87) 3,17 (2,38) 4,53 (3,78) 0,064
(mediana %)

Concentracion celular 3,26 (2,16) 3,96 (1,72) 3,5(1,74) 0,682
(x10° cél./g)

5.3.2.b. Andlisis de la huellas olfativas

El analisis de los componentes principales (PCA) mostrd que las huellas olfativas de los
tres fenotipos inflamatorios de asma eran diferentes. La figura 5 muestra las huellas
olfativas de los fenotipos neutrofilicos vs. los fenotipos paucigranulociticos, claramente
distintas en la evaluacién visual (panel A) y el andlisis discriminante mostré una
precision de validacion cruzada de 89% (p = 0,001). Del mismo modo, las huellas
olfativas del fenotipo eosinofilico vs. el fenotipo neutrofilico (panel B), y eosinofilico vs.
paucigranulocitico (grupo C), son bastante distinguibles, con un 73% (p = 0,008) y 74%
(p = 0,004) de precision, respectivamente. Finalmente, una comparacién entre los
fenotipos eosinofilicos vs. no eosinofilicos (es decir, neutrofilicos mas
paucigranulociticos) mostrd una precisién de validacidon cruzada reducida, pero aun

significativa (61%, p = 0,008).
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Figura 5: Comparacion de las huellas olfativas entre los diferentes fenotipos

inflamatorios de asma segun el recuento leucocitario diferencial del esputo inducido

25
—¥~ neutrofilico
2 A —<%— paucigranulocitico,
15} S
_ o
P = |
~ 10 fé@
~o
sl “ |
I
of Jid $ \ |
s
-5 ‘<§
’8 6 -4 2 0 2 4 6
PC1
o | ]
~
| —<&— neutrofilico
—s— eosinofilico
-10-8 X ﬁ -4 -2 2 8
PC1
30
25
15 >>
P 10| — >
- o
s | %
0 Z
5 —— eosinofilico
——<%— paucigranulocitico

PC1 6

52



METODOS Y RESULTADOS

La Tabla 5 muestra los resultados del andlisis ROC, asi como la sensibilidad,
especificidad, valores predictivos positivos y negativos y el area bajo la curva para las

huellas olfativas comparadas en los tres fenotipos inflamatorios de asma estudiados.

Tabla 5: Analisis ROC entre las comparaciones de las huellas olfativas entre los tres

fenotipos inflamatorios bronquiales de asma

Fenotipo neutrofilico Fenotipo Fenotipo eosinofilico
vs. paucigranulocitico neutrofilico vs. vs. paucigranulocitico
eosinofilico
Cross-validation accuracy (%) 89 (p=0,001) 73 (p=0,008) 74 (p=0,004)
Sensibilidad 0,94 0,6 0,55
Especificidad 0,80 0,79 0,87
Valor predictivo positivo 0,89 0,54 0,61
Valor predictive negativo 0,72 0,83 0,68
ROC 0,88 0,92 0,79
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6. Discusion

El manejo actual del asma trae consigo, la necesidad de investigar en los pacientes con
finalidades cientificas y clinicas la inflamacién crénica de las vias respiratorias. Asi el
recuento leucocitario diferencial del esputo inducido, la fraccién exhalada de 6xido
nitrico se han consagrado ya como instrumentos de relevancia clinica para la
evaluacidn de esta inflamacién, pero nuevos métodos como la temperatura del aire
exhalado y la nariz electréonica cada vez tienen mas protagonismo en el campo de la

neumologia.

El estudio de fenotipos inflamatorios bronquiales de asma viene definido por el
recuento leucocitario diferencial del esputo inducido, sin embargo, al ser esta una
técnica que no es accesible a todos los profesionales, dado que requiere de un equipo
entrenado y de un minimo de 2-3 horas para su procesado, cada vez se tiende mas a
buscar métodos que de una forma no invasiva y rdpida permitan valorar esta
inflamacién. El manejo del asma a través de fenotipos, permite ajustar y pronosticar
respuestas a tratamientos, hecho de relevante interés debido a las diferentes

respuestas a los tratamientos antiinflamatorios que cada uno posee.

Los tres trabajos presentados en esta tesis permiten responder diferentes
interrogantes sobre la utilidad que tienen diferentes métodos no invasivos para
identificar fenotipos inflamatorios de asma y en el caso del primer estudio valorar el
porcentaje de pacientes con asma que cursan con disociacién entre los dos métodos
mas utilizados en la practica clinica habitual (REEI y FeNO) y conocer si estos grupos

cursaban con caracteristicas clinicas e inflamatorias diferenciales.

6.1. Estudio |I: Caracteristicas clinicas e inflamatorias del asma con disociacion entre

la FeNO y la eosinofilia en el esputo inducido

Este estudio realizado en 110 pacientes con asma en tratamiento de mantenimiento
mostré una disociacién entre los valores de la FeNO y de la eosinofilia en el esputo
inducido en el 42% de los casos. Asimismo estos pacientes mostraron caracteristicas
clinicas e inflamatorias diferenciales. Los pacientes con valores de la FeNO <50 ppb y

un alto REEI, presentaban un asma no alérgica eosinofilica, mientras que aquellos
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pacientes que cursaban con valores de la FeNO >50 ppb y un REEI dentro de los valores
de referencia, se caracterizaban por ser asmaticos con un fenotipo paucigranulocitico y

atoépicos.

Diferentes estudios realizados tanto en nifios como en adultos han evaluado la
correlacién entre la FeNO y la eosinofilia en el esputo inducido, en el lavado
broncoalveolar o en la sangre periférica. Como se muestra en la Tabla 6, los resultados

obtenidos son controvertidos, encontrando correlaciones positivas en algunos estudios

(71-76,37) (77,78) (71-79)

negativas en otros e incluso discordantes en el mismo estudio
Nuestro trabajo fue realizado con un numero de pacientes elevado con asma y los
resultados mostraron una correlacion positiva débil entre los valores de la FeNO vy el
REEI (r=0,20; p=0,036), siendo mas fuerte la correlacidon entre la eosinofilia en el
esputo y la eosinofilia en la sangre periférica (valores absolutos) (r=0,48; p=0,000). Las
mediciones de la FeNO pueden servir de guia clinica fiable, en especial cuando los
valores son bajos. Tales valores estdn asociados con altos valores negativos de
prediccién (> 90%). Los niveles elevados de la FeNO se asocian con mucho mads
modestos valores predictivos positivos (75%-85%) y estos son menos fiables para

determinar la inflamacion eosinofilica en las vias respiratorias (80)
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Tabla 6: Estudios que correlacionan la eosinofilia con la FeNO en pacientes con asma

Primer autor

(referencia)

Tipo de muestra

Correlacion

Observaciones

144 nifios (6-17 afos) con asma persistente leve y

(71) Sangre _ . .. s
Strunk r=0,51; P<0,001 moderada. Una correlacion entre la FeNO, eosinofilia en
periférica
sangre periférica y los niveles de IgE fueron encontrados.
72) 35 pacientes con asma estable. Correlacion entre la
Jatakanon Esputo inducido | r=0,48; P=0,003
eosinofilia en el esputo, la FeNO y el PC,q (metacolina).
Mattes > Esputo inducido | r=0,35; P=0,09 25 nifios con asma estable y 9 controles sanos.
37 78 pacientes con asma persistente leve y moderada.
Jones Esputo inducido r=0,62; P<0,001
Correlacion entre la FeNO y el control del asma.
Payne il Biopsia r=0,54; P=0,03 31 nifios con asma de dificil control. Evaluacion de la
bronquial respuesta al tratamiento con prednisona oral.
Obata "® Esputo inducido | No correlacién 17 adultos con asma ocupacional.
Piacentini " Esputo inducido | r=0,438; 25 nifios con asma persistente moderada.
P =0,032
70 Lavado 71 nifos (29 con asma atdpica, 15 controles sanos
Warke r=0,78; P< 0,001
broncoalveolar atdpicos, 27 controles sanos no atdpicos).
Lavado r=0,59; P<0,001 13 controles sanos.
broncoalveolar
Berry 77 25 pacientes con asma persistente leve-moderada.
: . No correlacion
Esputo inducido 27 pacientes con asma refractaria.
El 6xido nitrico alveolar fue medido.
Esputo inducido | No correlacién
Malerba 7 14 pacientes con asma persistente leve y moderada
Esputo inducido r=0,42; P<0,01 tratadas con ICS, evaluaciones a los 3, 6 y 12 meses.
(alos 6 meses)
32 pacientes. No correlacion entre la FeNO, eosinofilia
31) Biopsia
Lim r=0,14 en la mucosa bronquial y otros marcadores de
bronquial

inflamacion.
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En la practica clinica, hay tendencia a generalizar y correlacionar los resultados
de la FeNO con los del REEI. Sin embargo, a pesar de que ambos métodos son utiles
para evaluar el grado de inflamacidn eosinofilica de las vias respiratorias 3%3233 e
recuento de células bronquiales en el esputo inducido proporciona una aproximacién
mas exacta de la inflamacion de las vias en pacientes asmaticos que la FeNO. Ademas,
la FeNO tiene un valor limitado en la evaluacion de la inflamacion neutrofilica de las
vias respiratorias y diversos factores de confusidn pueden afectar sus valores 43 Es

por ello, que los valores de la FeNO deben de interpretarse con cautela en relacion con

el contexto clinico del paciente.

Utilizando en este estudio como punto de corte de la FeNO > 50 ppb (como
valor elevado), el 42% de los pacientes mostro disociacion entre los valores de la FeENO
y la eosinofilia en el esputo inducido, observado diferencias significativas entre ambos
grupos. Asi los pacientes del grupo 1 (FeNO <50 ppb y REEI elevado) se caracterizaron
por tener un menor porcentaje de atopia (70,6%), pero con un fenotipo inflamatorio
eosinofilico predominante en el esputo inducido y un mal control de la enfermedad.

(81) y Wenzel (62) quienes

Estos resultados apoyan la discusién de Brusselle et al.
hicieron hincapié en que el asma eosinofilica puede ocurrir tanto en pacientes
alérgicos como no alérgicos, pero mientras que el origen de la eosinofilia en el asma
alérgica se entiende en gran medida, los factores desencadenantes de la eosinofilia en
la eosinofilia no alérgica aun no se han dilucidado. De acuerdo con estos autores, dos
vias diferentes conducen a la inflamacién eosinofilica de las vias respiratorias en el
asma. En el asma alérgica, las células dendriticas presentan alérgenos a las células T
CD4 +, induciendo linfocitos T de tipo 2 helper (Th2), que producen citoquinas, como la
interleuquina-4 (IL-4), IL-5 e IL-13, y que conducen a una liberacién de IgE a través del
estimulo de las células B, eosinofilia de las vias respiratorias e hipersecrecion mucosa
bronquial. En cambio, en el asma eosinofilica no alérgica, los contaminantes del aire,
los microbios y glicolipidos inducirian la liberacidn de citoquinas derivadas del epitelio,
incluyendo IL-33, IL-25 y TSLP (epithelial cytokines thymic stromal lymphopoietin), que
activan a células linfoides innatas tipo 2 (ILC2s) de una manera independiente de

antigeno a través de sus respectivos receptores (IL-17RB, ST2 y TSLPR). Estas células

linfoides (ILC2s) activadas producirian grandes cantidades de IL-5 e IL-13, lo que
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conllevaria a la eosinofilia, hipersecrecion mucosa y la hiperreactividad de las vias

respiratorias.

De los 110 pacientes estudiados, un 11% correspondian al grupo 2 (FeNO = 50
ppb y REEI en el rango de referencia) estos pacientes se caracterizaron por tener un
predominio de atopia, un fenotipo paucigranulocitico en el esputo inducido, un mejor
FEV1 y ser mas jovenes. Estos resultados son consistentes con varios estudios que
muestran que los aumentos de la FeNO estan relacionados principalmente con estados

de atopia (83-84)

Dentro de las limitaciones del estudio figura el hecho de que variables
confusoras (falsos positivos y negativos) pudo influir en los valores de la FeNO. Asi
factores como el tabaco pudieron afectar los resultados de la FeNO (disminucion de los
niveles). Sin embargo, tras comparar los grupos 1 y 2, no se observaron diferencias
significativas en el porcentaje de fumadores activos o ex fumadores entre ambos
grupos, aunque la proporcion de fumadores y ex fumadores fue mayor entre los
pacientes en el grupo 2. Por otro lado, hay que resaltar que los resultados del estudio
deben ser interpretados con precaucién debido a que la mayoria de los sujetos

incluidos tenian un buen control del asma.

En este estudio se tomaron en cuenta otras variables de confusién identificados
en la literatura tales como la técnica de medicion, el flujo de aire exhalado, el
dispositivo utilizado y el indice de masa corporal. Asi, todas las maniobras fueron
realizadas por el mismo técnico y no se observaron diferencias significativas en el IMC

entre ambos grupos.

6.2. Estudio II: Utilidad de la temperatura del aire exhalado plateau en pacientes con

asma

Este estudio realizado en asmaticos adultos, no encontrd ninguna relacion entre la TAE
plateau y el control del asma, la gravedad de la enfermedad, la obstruccién de las vias
respiratorias y la inflamacién bronquial. Por lo que de acuerdo con nuestros
resultados, la TAE plateau no parece proporcionar informacion clinica util en una

medicion puntual.
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La TAE se plantea como un nuevo biomarcador de la inflamacion de las vias
aéreas de una forma simple y no invasiva. Este método se basa en que el aumento de
la vascularizacion producido por la inflamacién, puede conducir a una mayor pérdida
de calor en el aire exhalado “¥. Las mediciones de la TAE se han realizado en diversos
estudios utilizando diferentes métodos no estandarizados, pero su utilidad clinica es
todavia incierta. Dentro de los estudios publicados que compararon a un grupo de
pacientes con asma (n = 18) vs voluntarios sanos (n = 16), Paredi et al “*® encontraron
un mayor aumento de la TAE incremental (iTAE) en pacientes con asma con respecto a
los sanos, pero no encontraron diferencias en la TAE plateau en los mismos pacientes.
También fracasaron en encontrar una correlacién entre la TAE plateau y la FeNO,

resultados que concuerdan con los nuestros.

Los resultados de varios estudios realizados en asmaticos que miden la TAE
plateau con el mismo termdémetro que utilizamos en nuestro estudio (X-Halo) varian

| (51)

entre ellos. Asi, Popov T et a encontraron que la TAE plateau se incrementd en 14

pacientes con asma mal controlada y que estos valores disminuian después de que se
. . .. . . , (85)
iniciaba un tratamiento anti-inflamatorio. En otro estudio de grupo de Garcia et al 7,
observaron en 100 pacientes, niveles mas altos de TAE plateau en pacientes con un
asma mal controlada en comparacidon con asmaticos bien controlados y sujetos sanos.
En nuestro estudio, utilizando el mismo equipo, no confirmamos estos hallazgos y no
observamos ninguna correlacién entre la TAE plateau y los niveles de control del asma.
Una explicacion de las discrepancias de nuestros resultados con respecto a los otros

dos estudios seria, la menor proporcién de pacientes con asma mal controlada en

nuestro estudio (37,69%), no siendo equitativo entre ambos grupos comparativos.

En nuestro estudio, tampoco hemos encontrado ninguna asociacion entre los
niveles de la TAE plateau y la gravedad de la obstruccién al flujo aéreo. Otros estudios
han demostrado resultados discrepantes en esta asociacion. Asi, Peroni et al ®8) ho
encontraron ninguna correlacion entre la TAE plateau de 50 nifios con asma tratados
con ICS después de la broncoconstriccion inducida por el ejercicio, mientras que en los
ninos asmaticos no tratados con ICS encontraron un aumento en la TAE plateau tras

| (87)

disminuir el FEV1 después del mismo ejercicio. Svensson et a no encontraron

cambios en la TAE plateau en pacientes con asma antes ni después de realizarle dos
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pruebas de broncoconstriccion (hiperventilacion voluntaria eucdpnica y de
metacolina). Estas diferencias entre los estudios podrian explicarse por el efecto
antiinflamatorio de los glucocorticoides inhalados sobre la TAE. La mayoria de los

pacientes incluidos en nuestro estudio estaban bajo dicho tratamiento.

La TAE se ha relacionado con la inflamacién de las vias respiratorias y el flujo
sanguineo bronquial ®*®®. Sin embargo, en una muestra ampliamente caracterizada de
pacientes con asma, nuestro estudio no pudo demostrar una correlacién entre la TAE
plateau y otros marcadores de inflamacidon bronquial. Esta discrepancia se ha

observado en otros estudios. Asi Paredi et al ®®

en un grupo de 19 pacientes
asmaticos, no encontrd ninguna correlacidon entre los niveles de la FeNO vy la iTAE.
Tampoco Svensson et al ®7) observaron ninguna asociacion entre la FeNO y la TAE
plateau en un grupo de 20 pacientes con asma leve. Sin embargo, a diferencia de
Paredi et al (88), Piacentini et al ® encontré que la TAE plateau se asocié con la FeNO
(en 41 nifos con asma alérgica) y con el porcentaje de eosindfilos en el esputo
inducido (16 nifios). Sin embargo, esta asociacion se perdié cuando se utilizé el método
de la TAE incremental (iTAE). En el esputo inducido de los 69 casos de nuestro estudio,
se observd una correlacion negativa entre la TAE plateau y el porcentaje de eosindfilos
en el esputo. Una explicacion para esta discrepancia podria ser que en nuestro estudio,
se estudiaron tres fenotipos inflamatorios (paucigranulocitico, eosinofilico y
neutrofilico) mientras que los otros autores estudiaron sélo fenotipos eosinofilicos.
Asimismo dentro de los razonamientos que pudiesen explicar los diferentes resultados
entre los estudios podrian ser, la variabilidad entre los métodos utilizados para medir
la TAE, la falta de estandarizacién de estos métodos, las diferencias en las poblaciones
de asma, el efecto de los tratamientos y la posibilidad de que los marcadores

indirectos reflejen diferentes partes de la cascada inflamatoria.

Dentro de los posibles factores de confusion, valores mas altos de la TAE han
sido reportados en el sexo masculino, la edad mas joven, la actividad fisica, el IMCy la

(69.9091) En huestro estudio, no se encontré

mas alta temperatura del aire ambiente
correlacién entre la TAE plateau y: la edad, el indice de masa corporal, la temperatura
del aire ambiente, o la humedad, pero los hombres si que mostraron valores de TAE

plateau mas altos que las mujeres. La falta de correlacion entre la TAE plateau, la edad
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y el IMC probablemente haya sido por la homogeneidad del grupo. La falta de
correlacién entre la TAE plateau y la temperatura del aire ambiente y la humedad
probablemente haya sido a que estas variables fueron siempre estables y controladas

en nuestro laboratorio (24 + 1 °C, humedad relativa 40-50%).

Dentro de las limitaciones en nuestro estudio estdn: en primer lugar, no
empleamos otros métodos de medicién de la TAE como la iTAE o la TAE pico. En
segundo lugar, a diferencia de algunos estudios, no se incluyeron nifilos con asma. A
pesar de estas limitaciones, nuestro estudio tuvo varios puntos robustos, integra en
una muestra de gran tamafio diferentes técnicas para evaluar distintos aspectos de la
enfermedad, mientras que los otros estudios practicados se centran en aspectos mas
especificos o parciales. Ademds, todas las mediciones clinicas, funcionales e

inflamatorias fueron realizadas el mismo dia en todos los pacientes.

6.3 Estudio lll: Discriminacion de los fenotipos inflamatorios bronquiales de asma a

través de la nariz electronica

Los resultados de este estudio muestran que los diferentes fenotipos inflamatorios
bronquiales de asma analizados segln el esputo inducido, pueden ser facilmente

reconocidos por las huellas olfativas de una nariz electrénica.

Estudios anteriores sugieren que el andlisis de los compuestos organicos
volatiles (COV) de la nariz electrénica es prometedor como procedimiento preciso y no
invasivo para el diagndstico de diferentes enfermedades respiratorias. Asi este
dispositivo puede ayudar a discriminar asmaticos de controles sanos (100% de
exactitud) 62 asma de EPOC (96% de precision) G4 aumentar la eficacia para

diagnosticar el asma a través de la determinacién de la FeNO (95,8% de precision) 92),

Nuestros resultados indican que el analisis de los COV a través de la nariz
electréonica puede discriminar de forma razonable y no invasiva los fenotipos
inflamatorios de las vias respiratorias en pacientes con asma. Estos resultados

53) 3 través de un

coinciden con algunos estudios. Por ejemplo, lbrahim et al
espectrofotémetro de masas demostraron en un numero mas pequefio de sujetos (n =
18) la capacidad de distinguir un fenotipo de asma eosinofilica vs no eosinofilica con

una precision del 83% y para distinguir un fenotipo de asma neutrofilica de uno no
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neutrofilica del 72% (no incluyeron pacientes con fenotipo paucigranulocitico). Mas
recientemente, Wagener et al ©3) utilizaron la nariz electrénica para discriminar en 27
pacientes, las huellas olfativas de asmaticos con fenotipo eosinofilico vs. no
eosinofilico y obtuvieron una precisién del 85%, y una drea ROC bajo la curva del 99%
(IC del 95%: ,9752-1). Por dltimo, van der Schee et al ®” encontraron que los patrones
de la nariz electrénica predecian la respuesta a los glucocorticoides en 25 pacientes de
asma con mayor precision (AUC = 0,883 + 0,16, p = 0,008) que los recuentos de
eosindfilos en el esputo inducido (0,610 = 0,29, p = 0,441) y la determinacién de la
FeNO (0,545 + 0,28, p = 0,751). Asi estos resultados y los nuestros indican que el uso
de la nariz electrénica es una técnica facil de utilizar y que permite identificar de forma

no invasiva fenotipos inflamatorios de asma en el ambito clinico (85-96),

En capitulos anteriores se ha comentado la utilidad que tiene el esputo
inducido en la practica clinica, sin embargo al ser una técnica compleja, que consume
tiempo, que requiere de un personal capacitado, los resultados de nuestro estudio
apoyan que la nariz electréonica puede ser una alternativa sencilla para identificar
fenotipos inflamatorios de las vias respiratorias en la prdctica clinica habitual. Sin
embargo hay que tener en cuenta algunas limitaciones de nuestro estudio. En primer
lugar, fue un estudio en donde se analizé un numero relativamente pequeiio de
pacientes en un solo centro, se deberian efectuar estudios multicéntricos de cohortes
de asma mas grandes. En segundo lugar, no se investigd la reproducibilidad de los
resultados. Sin embargo, en los estudios anteriores y utilizando el mismo método y el
mismo dispositivo han observado una buena reproducibilidad de los resultados G4 En
tercer lugar, el tabaquismo y el tratamiento con ICS pueden alterar los patrones de
COV. No obstante, en nuestro estudio no hubo diferencias significativas entre los
grupos en cuanto a la proporcidn de fumadores o en cuanto a los pacientes que
recibian altas dosis de ICS. Y en cuarto lugar, el analisis de nuestros datos se limitd a un
enfoque discriminante que no investigd los compuestos especificos que forman el
patron de COV de la nariz electrénica, recientemente realizado por otro estudio 53],
Aun asi los resultados de nuestro trabajo son prometedores y apoyarian el futuro uso
de la nariz electrénica en un entorno clinico habitual como método no invasivo capaz

de discriminar con fiabilidad los diferentes fenotipos inflamatorios de asma.
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7. Conclusiones generales de los tres estudios

7.1. Existe un alto porcentaje de pacientes con asma que cursan con disociacion entre
los resultados de las mediciones de la FeNO y el recuento de eosindéfilos en el esputo
inducido. Estos grupos discordantes mostraron caracteristicas clinicas e inflamatorias

diferenciales.

7.2. No existe una correlacion entre la temperatura del aire exhalado plateau y el
grado de control y gravedad de la enfermedad y la obstruccién o inflamacion
bronquial. La TAE plateau no parece proporcionar una informacion clinica atil puntual

para este tipo de pacientes.

7.3. El uso de la nariz electrdénica en unas situaciones de practica clinica habitual puede
discriminar con fiabilidad los diferentes fenotipos inflamatorios bronquiales en

pacientes con asma persistente.
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M Abstract

Background and Objective: Patients with persistent asthma have different inflammatory phenotypes. The electronic nose is a new technology
capable of distinguishing volatile organic compound (VOC) breath-prints in exhaled breath. The aim of the study was to investigate
the capacity of electronic nose breath-print analysis to discriminate between different inflammatory asthma phenotypes (eosinophilic,
neutrophilic, paucigranulocytic) determined by induced sputum in patients with persistent asthma.

Methods: Fifty-two patients with persistent asthma were consecutively included in a cross-sectional proof-of-concept study. Inflammatory
asthma phenotypes (eosinophilic, neutrophilic and paucigranulocytic) were recognized by inflammatory cell counts in induced sputum.
VOC breath-prints were analyzed using the electronic nose Cyranose 320 and assessed by discriminant analysis on principal component
reduction, resulting in cross-validated accuracy values. Receiver operating characteristic curves (ROC) were calculated.

Restits:YOC breath-prints were different in eosinophilic asthmatics compared with both neutrophilic asthmatics (accuracy 73%; P=.008;
area under ROC, 0.92) and paucigranulocytic asthmatics (accuracy 74%; P=.004; area under ROC, 0.79). Likewise, neutrophilic and
paucigranulogytic breath-prints were also different (accuracy 89%; P=.001; area under ROC, 0.88).

Conclusions: An electronic nose can discriminate inflammatory phenotypes in patients with persistent asthma in a reqular clinical setting.
ClinicalTrials.gov identifier: NCT02026336.

Key words: Asthma. Electronic nose. Inflammation. Volatile organic compounds.

M Resumen

Antecedentes: Pacientes con asma persistente tienen diferentes fenotipos inflamatorios bronquiales, La nariz electronica es una nueva
tecnologia capaz de distinguir compuestos organicos volatiles (VOCs), huellas olfatorias del aire exhalado. El objetivo de este estudio fue
investigar la capacidad que tiene la nariz electronica de discriminar las huellas olfatorias en los diferentes fenotipos bronquiales de asma
determinados por el esputo inducido (eosinofilicos, neutrofilicos, paucigranulociticos) en pacientes con asma persistente.

Método: Cincuenta y dos pacientes con asma persistente fueron incluidos en un estudio transversal. Los fenotipos inflamatorios asmaticos
fueron determinados a través de recuento de células inflamatorias del esputo inducido. Los VOCs fueron analizados a través de una nariz
electrénica Cyranose 320™ y evaluados por un analisis de discriminacion de componentes principales, resultando en valores de precision
con validacion cruzada. Se calcularon las caracteristicas operativas del receptor (ROC).

Resultados: Los VOCs de los asmaticos eosinofilicos fueron diferentes a los neutrofilicos {precision 73%; p= 0.008; drea bajo ROC 0.92)
y de los pacientes paucigranulociticos (precision 74%; p= 0.004; area bajo ROC 0.79). Del mismo modo, las huellas olfatorias entre los
neutrofilicos y paucigranulociticos eran diferentes (precision 89%; p= 0.001; rea bajo ROC 0.88).

J Investig Allergol Clin Immunol 2015; Vol. 25(6): 334-342 © 2015 Esmon Publicidad
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Electronic Nose and Asthma Phenotypes 335

Conclusiones: La nariz electrénica puede discriminar los fenotipos inflamatorios bronquiales en los pacientes con asma persistente en un

entorno clinico regular. ClinicalTrials.gov: NCT02026336.

Palabras clave: Asma. Nariz electrénica. Inflamacién. Compuestos organicos voldtiles.

Introduction

Chronic airway inflammation is a key pathogenic
mechanism in asthma. Yet, there is significant variability in
the inflammatory phenotype across individuals. In fact, several
guidelines already recommend tailored management approaches
for patients with different inflammatory phenotypes, especially
those with severe, refractory asthma [1-2]. This is particularly
relevant with the emergence of a variety of biological anti-
inflammatory therapies targeting both eosinophilic [3-4] and
noneosinophilic asthma phenotypes.

Two noninvasive methods are commonly used in clinical
practice to assess airway inflammation in asthma: quantification
of exhaled nitric oxide (FeNO) and analysis of induced sputum.
Measuring FeNO is an inexpensive, simple technique that
provides readily available readouts, but it is not informative
of the specific inflammatory profile present. Induced sputum
analysis can certainly assess the specific airway inflammatory
phenotype present [5-6], but it is time-consuming, costly, and
requires technical expertise. Furthermore, 10% of patients
fail to provide adequate samples. Therefore, there is a lack
of methods able to classify asthmatic individuals according
to their airway inflammatory profile in an easy, cost-effective
fashion suitable for generalized use in regular clinical practice.

The electronic nose (e-nose)is an emerging technology that
detects volatile organic compounds (VOCs) in exhaled gas.
It uses an array of sensors that react with different VOCs and
generate a specific “breath-print™ for each individual [7]. The
exhaled gas contains a complex mix of VOCs derived from
various metabolic and inflammatory pathways in the lung.
Previous studies have shown that some respiratory diseases,
including lung cancer, malignant mesothelioma, pulmonary
arterial hypertension, chronic obstructive pulmonary disease
(COPD), and asthma, are associated with specific breath-prints
that can be detected by an e-nose [8-12]. Here we hypothesized
that the breath-print of asthmatic individuals may reflect
their airway inflammatory profile, and that the e-nose may
therefore qualify as a novel tool of potential clinical value for
the inflammatory phenotyping of asthma. Accordingly, this
proof-of-concept study sought to use an e-nose to compare
VOC profiles generated from different asthma inflammatory
phenotypes.

Methods
Study Design and Participants

This was a cross-sectional study designed to analyze the
concordance of sputum inflammatory phenotypes with e-nose

© 2015 Esmon Publicidad

VOC profiles. Fifty-two adults with persistent asthma, as per
the Global INitiative for Asthma (GINA) criteria [13], were
consecutively enrolled from the outpatient clinic at the asthma
unit of our institution, a tertiary referral university hospital,
between January and December 2013. All the patients had a
positive bronchodilator test or a daily peak expiratory flow
variability greater than 20%, or a positive methacholine
challenge test documented in their case history. Patients were
excluded if they had a respiratory tract infection or asthma
exacerbation within 30 days prior to inclusion or if they
were receiving oral corticosteroids or immunosuppressive
treatments. Smoker and ex-smokers were included. Patients
who had stopped smoking more than 12 months earlier were
considered ex-smokers. Only patients with good-quality
sputum were selected.

Measurements

The tests were all performed during a single visit in the
moming. Patients stopped their medications 10 hours before
the visit. In the 3 hours before the visit, they rested, and did
not smoke, eat, or drink. The following tests were performed in
the order shown: 1) the asthma control test using the validated
Spanish version [14], 2) allergy skin prick tests to usual local
allergens [15], 3) FeNO testing, 4) e-nose VOC profiles, 5)
sputum induction and processing, 6) forced spirometry, and 7)
venipuncture for total serum IgE. FeNO levels were measured
using a chemiluminescence analyzer (NO Vario Analyser,
FILT GMBH) at a flow rate of 50 mL/s, and, following the
recommendations of the American Thoracic Society and the
European Respiratory Society [16], we used the mean of 3
measurements. For the e-nose VOC profiles, exhaled gas was
collected as described before [8.10,17-18]. Briefly, patients
breathed through a mouthpiece into a 2-way nonrebreathing
valve (Hans Rudolph 2700, Hans Rudolph) with an inspiratory
VOC filter (Compact Air Plus, North) and an expiratory silica
reservoir (replaced after each patient) to dry the expired air.
Expiratory air was collected in a 10-L Tedlar bag that was
flushed with ambient air after each use by filling and emptying
the bag twice. After 10 minutes, which is the time needed to
verify that all the sensors were within the reference range
specified by the manufacturer, the bag was connected to the
e-nose device (Cyranose 320,, Smith Detections) and fitted
with a 32-organic polymeric nano-composite sensor array for
5 minutes. Changes in the nano-sensor electrical resistance
generated a breath-print VOC profile. The measurement is
based on a resistance variation in each sensor when exposed
to a VOC mixture. The differential responses across the array
(resistance shifls) are presented as patterns and analyzed by
pattern recognition algorithms [18]. All breath samples were
collected in the same room. Sputum induction and processing

I Investig Allergol Clin Immunol 2015; Vol. 25(6): 334-342

68



PUBLICACIONES

336 Plaza V, et al.

was performed as previously described [19-20]. Briefly, mucus
plugs were manually selected and weighed, incubated (for 15
minutes at room temperature) in 4 times the weight (in mL )
of the selected plug (in mg) in 0.1% dithiothreitol (DTT)
{Calbiochem), washed with 4 times the plug weight (in mL)
in Dulbecco’s PBS, and gravity-filtered through a 41 pm-pore
nylon net filter (Millipore). After DTT homogenization, each
specimen was aliquoted into 2 parts of equal volume. Total
cell counts were performed using a Neubauer hemocytometer.
Visually identifiable squamous epithelial cells were not
counted or included in the total cell count. Samples that did
not produce adequate sputum cell numbers (<1000 » 10° cell/g)
were excluded. Cell viability was determined by light
microscopic assessment using trypan blue exclusion staining.
After centrifuging the cell preparation, we obtained cell pellet
and supernatant. The cell pellet was used for the differential cell
count (macrophages, eosinophils, neutrophils, lymphocytes,
and bronchial epithelial cells) with Wright-Giemsa staining.
Differential leukocyte analysis of nonsquamous cells (Diff-
Quik stained) was performed on a minimum of 400 cells.
Differential cell counts were expressed as a percentage of total
non-squamous nucleated cells [19]. The inflammatory asthma
phenotypes were classified as neutrophilic (>61% neutrophils),
eosinophilic (>3% eosinophils), or paucigranulocytic (<61%
neutrophils and <3% eosinophils) according to previous
studies [21]. Forced spirometry (Datospir-500, Sibelmed SA)
was performed according to the guidelines of the Spanish
Respiratory Society (SEPAR) [22], using reference values
from a Mediterranean population [23].

Data Analysis

Categorical variables are expressed as absolute and
relative frequencies and quantitative variables as mean and

SD. Groups were compared using analysis of variance and
the ¢ or Fisher exact test as appropriate. A P value of less
than .05 was considered statistically significant. Breath-print
data were analyzed using a pattem-recognition application
of the MATLAB software (v.R2012a), and were represented
by logarithmic regression as single- or 2-dimensional graphs
following previously published algorithms [10,17]. Raw data
were first reduced by principal component analysis (PCA) to
3 principal factors. These PCA factors entered a univariate
ANOVA followed by a post-hoc least significant difference
test. Linear canonical discriminant analysis, using the PCA
factors, was then performed to classify patients into categories.
Based on the differentiating PCA factors, a discriminating
function was calculated that best distinguished the different
inflammatory phenotypes. The accuracy of the model is
defined as the percentage of correctly classified patients
using induced sputum results as the reference. It was obtained
using the leave-one-out method [17]. In this method, the
discriminant function is trained using all subjects minus one,
and then the function is tested with the 4 samples (the PCA
factors) from the “left-out” individual. If 3 of the samples are
correctly allocated, the discriminant function is considered
to be valid for this individual. The process is repeated for all
individuals and results are used to calculate the cross-validated
accuracy percentage value. Sensitivity, specificity, and positive
predictive and negative predictive values were calculated
for the 3 inflammatory phenotypes. A receiver operating
characteristics (ROC) curve was generated using the results
of the discriminant function and combining all the samples
of 1 individual. If one tested individual (true ‘class 1°) has 3
samples allocated to ‘class 1° by the identifier and 1 sample
allocated to “class 0, the true positive rate is considered to be
0.75. The area under the ROC curve (AUC) was calculated

Table 1. Demographic Characteristics of Patients Who Completed 3 Years of Follow-up

Eosinophilic
Phenotype (n=24)
Age, mean (SD), y 478 (16.4)
Sex, % female 67
BMI, mean (SD), kg/m? 26.1 (4.3)
Active smokers, % 12
Ex-smokers, % 30
IgE, mean (IQR), IU/mL 148 (404.6)
Patients with positive skin prick test, % 71
Patients with ACT > 20, % 58
ACT score, mean (SD) 198 (4.4)
FEV,, mean (SD), % of reference values 86.9(19.2)
FEV,/FVC, mean (SD) 69.4 (15.2)
FeNO, median (IQR), ppb 32 (38.75)
Patients with beclomethasone
(or equivalent ICS) > 800 pg/day, % 29

Neutrophilic Paucigranulocytic P
Phenotype (n=10) Phenotype (n=18) Value
54.8(18.0) 42.9 (10.6) NS
40 61 NS
25.7 (4.0) 272 (6.8) NS
10 5 NS
30 23 NS
45.25(100.7) 238.5 (565.58) NS
60 83 NS
60 78 NS
20.9 (5.9) 20.9 (4.5) NS
78.8(17.9) 89.9 (14.9) NS
65.5(13.1) 71.5 (10.6) NS
25(26) 21.5(37.25) N§
30 33 NS

Abbreviations: ACT, asthma control test; BMI, body mass index; FeNO, fractional exhaled nitric oxide; FEVy, forced expiratory volume in the first second;
FVC, forced vital capacity; ICS, inhaled corticosteroids; IQR, interquartile range; NS, nonsignificant.
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using the pairs of X, Y values and a trapezoidal approximation
for the space between points.

Ethics Statement

The study was conducted in accordance with the principles
of the Declaration of Helsinki (18th World Medical Assembly,
1964) and was approved by the clinical research ethics committee
at our institution (approval number, IIBSP/10/122/1161). The
participants signed an informed consent form to participate in
this study and all personal identification data were anonymized.
ClinicalTrials.gov identifier: NCT02026336.

Results

Characterization of Participants

Table 1 presents the main demographic, clinical, and
functional characteristics of the participants. According to the
induced sputum results (Table 2), 24 patients (46%) had an
eosinophilic phenotype, 10 (19%) a neutrophilic phenotype,
and 18 (35%) a paucigranulocytic phenotype. Age, sex, body
mass index (BMI), smoking status, serum IgE concentration,
proportion of individuals positive to the standard skin prick
test series, response to the asthma control test questionnaire,
spirometry values, and FeNO or inhaled corticosteroid usage
was similar in the 3 groups (Table 1).

Table 2. Inflammatory Cell Counts Observed in the 3 Inflammatory Groups

Breath-Print Analysis

PCA of the e-nose data showed that the breath-prints of the
3 inflammatory asthma phenotypes were different. As shown
in Figure 1, plotted breath-prints from neutrophilic versus
paucigranulocytic phenotypes were clearly distinct on visual
assessment (panel A) and canonical discriminant analysis
showed a cross-validated accuracy of §9% (7=.001). Likewise,
the breath-prints of eosinophilic versus neutrophilic phenotypes
{panel B), and eosinophilic versus paucigranulocytic (panel
C), were also fairly distinguishable, with accuracy values
of 73% (P=.008) and 74% (FP=.004), respectively. Finally, a
comparison of eosinophilic versus noneosinophilic asthmatics
(i.e., neutrophilic plus paucigranulocytic phenotypes) showed
areduced but still significant cross-validated accuracy (61%,
P=.008).

Table 3 presents the results of the ROC analysis, as well as
the sensitivity, specificity, and positive and negative predictive
values, and the AUC forthe 3 breath-print comparisons of the
3 inflammatory asthma phenotypes studied.

Discussion

The results of the proof-of-concept study presented here
show that different inflammatory asthmaphenotypesbased on
induced sputum analysis can be readily recognized by their
breath-prints using an e-nose device.

Eosinophilic Neutrophilic Paucigranulocytic P
Phenotype (n=24) Phenotype (n=10) Phenotype (n=18) Value
Lymphocytes, mean (SD), % 0.8 (0.6) 0.9 (0.5) 1.0 (0.6) 0.516
Macrophages, mean (SD), % 56.4 (17.8) 192 (9.3) 61.1 (20.0) <0.001
Eosinophils, mean (SD), % 132 (14.0) 1.3 (0.9) 0.9 (0.6) <0.001
Neutrophils, mean (SD), % 29.4 (16.4) 773 (8.1) 36.5 (20.4) <0.001
Squamous cell, median (IQR), % 7.21 (5.87) 3.17 (2.38) 4.53 (3.78) 0.064
Cell concentration, mean (SD), x10° cell/g 3.26 (2.16) 3.96 (1.72) 3.5 (1.74) 0.682
4 A A 0 nou"lophillﬁ 2L B p 30[¢ -
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Figure. Comparison of e-nose breath-prints between asthma inflammatory phenotypes defined by differential leukogyte counts in induced sputum.
The graphs depict 2-dimensional principal component analysis plots showing breath-print discrimination between patients with A) neutrophilic versus
paudigranulocytic phenotypes (accuracy 89%; P=.001; AUROC, 0.88); B) neutrophilic versus eosinophilic phenotypes {accuracy, 73%; P=.008; AUROC,
0.92), and C) eosinophilicversus paucigranulocytic phenotypes (accuracy 74%; P=.004; AUROC, 0.79). Axes represent discriminative composite principal
factors. Symbol legends indicate phenotype representation in each plot. There are 4 samples represented for each patient. AUROC indicates area under

the receiver operator characteristics curve.
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Table 3. Receiver Operating Characteristics Analyses for the Comparisons Between Breath-Prints of the 3 Asthma Inflammatory Phenotypes Studied

Neutrophilic vs Neutrophilic vs Eosinophilic vs
Paucigranulocytic Eosinophilic Paucigranulocytic
Phenotype Phenotype Phenotype

Cross-validation accuracy, % 89 (P=001) 73 (P=008) 74 (P=.004)

Sensitivity 0.94 0.6 0.55

Specificity 0.80 0.79 0.87

Positive predictive value 0.89 0.54 0.61

Negative predictive value 0.72 0.83 0.68

Area under the receiver operating characteristic curve 0.88 0.92 079

Prior studies provided evidence supporting the use of the
e-nose to aid in the diagnosis of asthma by discriminating
asthmatics from healthy controls (100% accuracy) [17], asthma
from COPD (96% accuracy) [10], and asthma with fixed
airflow obstruction from COPD (88% accuracy) [24]. It has
also been seen to be more accurate than FeNO measurements
in this diagnostic setting, with an accuracy of 95.8% [25].
Overall, these previous reports suggest that e-nose VOC
analysis holds promise as an accurate, noninvasive procedure
for the diagnosis of different respiratory diseases, and may
potentially serve to discriminate between different airway
inflammatory phenotypes [26].

Our results indicate that e-nose VOC analysis can reliably
discriminate airway inflammatory phenotypes in asthma
patients with similar clinical manifestations. This observation
is in line with some previous reports. For instance, Tbrahim
et al [27] used gas chromatography-mass spectrometry in a
smaller number of patients (n=18) and reported an accuracy
of 83% for distinguishing eosinophilic from noneosinophilic
asthma phenotypes and of 72% for separating neutrophilic from
non-neutrophilic phenotypes; it should be noted, however, that
paucigranulocytic patients were not included. More recently,
Wagener et al [28] used the e-nose to discriminate breath-prints
from 27 patients with eosinophilic versus noneosinophilic
asthma with an accuracy of 85% and an AUC of 99% (95%
CI, 0.9752-1). Finally, van der Schee et al [29] found that
e-nose patterns predicted response to corticosteroids in 25
asthma patients with greater accuracy (mean [SD]AUC, 0.883
[0.16]; P=.008) than sputum eosinophil counts (0.610 [0.29];
P=.441) or FeNO measurements (0.545 [0.28]; P=.751). All
in all, these and our results indicate that the e-noseis a simple,
easy-to-use technology that can identify inflammatory asthma
phenotypes in the clinical setting, as has already been suggested
for COPD [30-31].

The identification of specific immunological pathways
[1], now termed endotypes [32], is particularly relevant in
the management of patients with difficult-to-treat asthma
[6] because it can guide personalized treatment [33]. For
instance, several recent studies [7] and systematic reviews [5]
have shown that therapeutic strategies based on eosinophilic
counts in induced sputum were highly effective in preventing
exacerbations in difficult-to-treat asthma. However, the
analysis of induced sputum is not currently recommended
in clinical practice guidelines [13] because it is a complex,

J Investig Allergol Clin Immunol 2015; Vol. 25(6): 334-342

time-consuming technique and requires trained personnel.
Additionally, assessable samples are not always obtained, and
special care must be taken in patients with uncontrolled or
severe asthma. Our data support that the theory that the e-nose
may be a simple alternative to identify airway inflammatory
phenotypes in clinical practice.

The inclusion of phenotypically well-characterized asthma
patients {eosinophilic, neutrophilic, and paucigranulocytic) and
the use of an e-nose in a regular clinical practice setting are
clear strengths of our study. It has, however, some limitations.
First, because it was a proof-of-concept study, we investigated
arelatively small number of patients in a single center. Further
investigations are needed in larger, multicenter asthma
cohorts. Second, we did not investigate the reproducibility
of our results. Nevertheless, previous studies using the same
methodology have reported good reproducibility with the same
e-nose device [10]. Third, smoking and inhaled corticosteroid
treatment may theoretically alter VOC patterns. However, in
our study there were no differences between groups regarding
the proportion of smokers or patients receiving high doses of
inhaled corticosteroids. In addition, the e-nose was able to
differentiate VOC patterns despite these potential confounding
factors. And fourth, unlike a recent study [27], we did not
investigate which VOC species formed the e-nose pattern,
and our data analysis was limited to a discriminant analysis
approach. Future studies may use more advanced data analysis
techniques suitable for the e-nose data complexity, such as
Support Vector Machines [34] or Back Propagation Neural
Networks [35] to immediately differentiate between different
asthma phenotypes in a clinical setting.

The use of an e-nose in aregular clinical setting can reliably
discriminate different inflammatory asthma phenotypes in
patients with persistent asthma.
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