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RESUMEN

Fundamento. La eosinofilia en esputo inducido permite
optimizar el tratamiento antiinflamatorio en el asma pero
sus requerimientos técnicos hacen poco viable su aplica-
ci6n clinica. Evaluamos si el 6xido nitrico (FE,), un mar-
cador inflamatorio de facil medicién, podia suplir a la eosi-
nofilia en esputo, asi como la relacién que ambos indices
mostraban con aspectos clinicos y funcionales del asma.

Métodos. Se estudiaron 106 asmaticos (50 con trata-
miento antiinflamatorio [AB+] y 56 sin él [AB-]) y 15
controles. Tras completar un cuestionario clinico, se
les realizo6 medicion de FE, espirometria forzada e in-
duccioén de esputo. Se calcul6 el valor de pendiente de
la curva concentracidon-respuesta (CCR) obtenida tras
la inhalaci6n de salino hipertonico.

Resultados. Los resultados de FE y de eosinofilia en
esputo fueron valorables en 100% y 81% de los casos
respectivamente. Los valores de FE fueron superiores
en AB- que en AB+ y en éstos respecto a controles. La
eosinofilia, mayor en asmaticos que en controles aun-
que sin diferencias entre AB+y AB-, se correlacion6é con
la FE )y se comport6 de forma paralela a la pendien-
te CCR. Habia correlacion entre el nivel de control del
asma y los indices inflamatorios (eosinofilia y FE) en
el grupo AB- pero no en el AB+.

Conclusion. La obtencion de FE es rapida, sencilla y
da resultados inmediatos que se correlacionan con la
actividad del asma. Puede desempeifar un papel rele-
vante en el diagndstico y manejo terapéutico inicial de
asma, aunque se necesitan mas estudios para evaluar
su aplicacién en la monitorizacién a largo plazo de la
enfermedad, por la influencia tan notable que tiene so-
bre sus niveles el tratamiento antiinflamatorio.

l?alabras clave. Asma. Esputo inducido. Eosindfilos.
Oxido nitrico. Agonistas osmdticos.
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ABSTRACT

Background. Assessment of eosinophils in induced
sputum can help to optimize anti-inflammatory therapy
in bronchial asthma, but this is a very demanding tech-
nique. The aim of the study is to compare nitric oxide
in exhaled air (FeNO), an easy to measure inflammatory
biomarker, with eosinophils in sputum in terms of rela-
tionship with clinical and functional parameters.

Methods. 106 asthmatic patients (50 in anti-inflamma-
tory therapy [AB+] and 56 without it [AB-]) and 15 con-
trols were included. After filling a clinical questionnaire,
FeNO measurement, forced spirometry and sputum in-
duction by bronchial challenge with hypertonic saline
solution were performed.

Results. Adequate measurements of FeNO and eosino-
phils were obtained in 100% and 81% of the patients,
respectively. FE were higher for AB- compared to
AB+ and controls. The percentage of eosinophils in spu-
tum was higher in asthmatic patients compared to con-
trols but without differences between both asthmatics
groups and was well correlated with the slope of the
dose-response curve of bronchial challenge. In the AB-
group, FeNO and eosinophils were well correlated with
asthma control level.

Conclusion. FE, measurement is readily available and
well correlated with clinical and functional markers
asthma expression. Anti-inflammatory therapy blunts
FeNO levels compromising its utility in the long-term
follow-up of asthma patients.

Key words. Asthma. Induced sputum. Eosinophils. Ni-
tric oxide. Osmotic agonists.
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INTRODUCCION

El asma es una enfermedad inflamatoria
croénica de las vias respiratorias caracteri-
zada por hiperreactividad bronquial (HRB)
y obstruccién mas o menos reversible al
flujo aéreo'. Los objetivos que debe perse-
guir el tratamiento del asma deben dirigirse
tanto a la reduccién del deterioro o impair-
ment (sintomas, necesidad de medicacién
de rescate, calidad de vida...), como del
riesgo (descenso de la funciéon pulmonar,
efectos secundarios de la medicacion...)
debidos a la enfermedad!. A pesar de que
actualmente disponemos de potentes far-
macos antiinflamatorios, los estudios epi-
demioldégicos muestran reiteradamente
que en todo el mundo, el asma contintia
influyendo negativamente en la vida de
los pacientes (exacerbaciones, atenciones
urgentes, ausencias laborales/escolares)?,
sin que se cumplan los objetivos que re-
comiendan las guias'?. Los indices emplea-
dos en el diagnéstico y monitorizacion del
asma, son los sintomas clinicos, a menudo
inespecificos? y la funcién pulmonar basal
(espirometria forzada) que en el asma leve-
moderada suele ser normal. Esta ausencia
de parametros objetivos conduciria a si-
tuaciones indeseables de infra o supratra-
tamiento y podria ser al menos una de las
causas del mal control del asma.

Se impone por lo tanto la necesidad de
disponer de indices objetivos que nos per-
mitan mejorar el control del asma y optimi-
zar su tratamiento. Logicamente y dado su
caracter inflamatorio, seria deseable con-
tar con un pardmetro que midiera de forma
no invasiva la inflamacién de las vias res-
piratorias. Para ello, en la década de 1990
se rescato el andlisis del esputo, en desuso
debido a la dificultad de obtener muestras
adecuadas en asmaticos y al escaso ren-
dimiento de su andlisis. La inhalacién de
salino hiperténico y el pretratamiento de
la muestra con el mucolitico ditiotreitol,
mejoraron radicalmente la rentabilidad
del procedimiento, permitiendo estandari-
zar la técnica de inducciéon de esputo’®’. Se
constaté que la eosinofilia en esputo per-
mitia diferenciar a asméticos de individuos
sanos o con otras enfermedades respira-
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torias (infecciones, EPOC, rinitis alérgica,
etc.)® y que ademas, se modificaba de for-
ma paralela a los cambios en la exposicién
alergénica®® y en el control clinico de la
enfermedad!®!!, lo que permitié6 estable-
cer limites de normalidad en sus valores'?.
Actualmente se considera que la técnica
aporta claras ventajas ya que ademas de
predecir la respuesta al tratamiento anti-
inflamatorio’®, permite optimizar éste, con-
siguiendo con la misma dosis acumulada,
reducir el nimero de exacerbaciones de
asma'’. No obstante, los condicionamien-
tos de la técnica —personal especializado,
capacidad de expectoracion del paciente,
requerimiento de tiempo e imposibilidad
de obtener resultados inmediatos entre
otros—, dificultan su aplicacién a la evalua-
cion rutinaria del paciente asmaético.

El o6xido nitrico (FE), facil y rapida-
mente cuantificable en el aire exhalado
mediante quimioluminiscencia, se eleva
en el asma asi como en otras enfermeda-
des respiratorias que cursan con inflama-
cién'. Los valores de FE,, se modifican
paralelamente a la exposicion alergénica's,
se elevan en las exacerbaciones del asma'®
y se reducen rapidamente tras la admi-
nistracién de tratamiento esteroideo!’. La
cuantificacion de FE_, es rapida, sencilla
y requiere una minima colaboraciéon por el
paciente, lo que unido a la correlaciéon de
sus valores con la eosinofilia en esputo!!,
sugiere que este indice podria desempenar
un papel relevante en el diagnostico y se-
guimiento del paciente con asma.

Nuestra hipoétesis fue evaluar si en los
pacientes asmaticos, la informaciéon ob-
tenida con los valores de FE era equipa-
rable a la que aportaba la eosinofilia en
esputo y estudiar como ambos indices se
relacionaban con los indicadores clinicos y
funcionales de asma.

PACIENTES Y METODOS

Se seleccionaron los 106 pacientes
con asma que acudieron sucesivamente
a la consulta de Alergologia. De ellos, 50
seguian tratamiento con corticoides inha-
lados (200 pg fluticasona o equivalente)
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mientras que 56 s6lo empleaban broncodi-
latadores -adrenérgicos de corta duracién
a demanda. Como grupo control se incluye-
ron 15 pacientes no atépicos, sin sintomas
respiratorios y valores espirométricos nor-
males, con la finalidad exclusiva de tener
un valor de referencia del nivel del FE en
individuos sanos. Los controles eran volun-
tarios, miembros del servicio de Alergolo-
gia, o estudiantes de medicina. Los datos
clinicos se muestran en la tabla 1. Los suje-

tos asmaticos sin tratamiento antiinflama-
torio (AB-) como era esperable debido a las
caracteristicas de la historia natural de la
enfermedad eran mas jovenes y con mayor
frecuencia varones (el asma en adultos y
adolescentes suele ser mas grave en mu-
jeres), en comparacion con los pacientes
en tratamiento antiinflamatorio de fondo
(AB+). No obstante, no parece que existan
influencias de la edad o el sexo en los nive-
les de FE, 0 eosindfilos en esputo.

Tabla 1. Datos clinicos de los pacientes incluidos en el estudio.

Controles BD a demanda Corticoides inhalados
N 15 56 50
Sexo (Yomujeres) 62% 48% 68%
Edad (a) 42 (20-55) 26 (12-48) 38 (14-58)
Evolucion Asma (a) - 6 (2-35) 11 (141)
Atopia (%) - 82% 46%
Protocolo Cuantificacion de FE

El estudio se realiz6 en un tnico dia en
que los sujetos cumplimentaron el cuestio-
nario de sintomas de asma ACT (Asthma
Control Test)'®. Se procedié después a la
cuantificacién de FE, a la realizacion de
una espirometria forzada (FEV, y de FEV /
FV(C), y por dltimo, a la obtencién de una
muestra de esputo inducido. Este proto-
colo siguié normas de practica clinica ha-
bitual, cumplia las normas éticas de la Co-
misién de Investigaciéon del hospital Virgen
del Camino, y la Declaraciéon de Helsinki.

Cuestionario ACT

El cuestionario ACT, recientemente va-
lidado al espanol'®, consta de 5 preguntas
referidas a las Gltimas 4 semanas en las que
el paciente gradta de 1 a 5 el impedimento
para realizar actividades cotidianas, la fre-
cuencia de sintomas de disnea y de asma,
la necesidad de medicacion de rescate y va-
lora subjetivamente el control de su asma.
La puntuacién final oscila entre 5 (asinto-
matico) y 25 puntos (sintomas maximos).
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Se realizd6 mediante quimioluminiscen-
cia con un analizador portatil (NioxMiNo,
Aerocrine AB; Smidesuvdgen, Suecia). El pa-
ciente, partiendo de volumen residual al
que llegaba mediante una espiracién lenta,
inhalaba aire del dispositivo hasta capaci-
dad pulmonar total, procediendo después
a expulsarlo lentamente manteniendo un
flujo constante de 50 L/min durante un mi-
nimo de 6 segundos.

Inducciéon de esputo

Para la induccién de esputo®® se admi-
nistré suero salino al 5% con un nebuliza-
dor ultrasoénico (Ultraneb 2000, De Vilbiss,
Somerset PA, USA), durante tres periodos
de 10 minutos. Previo al inicio de la prueba
y después de cada periodo, se midieron los
valores de FEV , instandose al paciente a
expectorar. Se empleo el cociente FEV /FVC
como marcador de obstrucciéon bronquial.
A partir del registro de FEV, se obtuvo una
curva concentracion-respuesta, cuya pen-
diente se calcul6é como el cociente entre la
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concentracion de salino inhalada (5%) y la
méaxima caida objetivada de FEV .

A la muestra de esputo se le afladi6é un
volumen igual de ditiotreitol (Sputasol, Uni-
path LTD. Basingstoke, Hampshire, UK) al
1/100 y se mezcl6 a temperatura ambiente
durante 15 minutos. Se pasoé la solucién a
través de un filtro de 0,42pm de didmetro
(Millipore, Somerset, PA, USA) y se centri-
fugd durante 10 minutos a 1.500 rpm. Una
vez retirado el sobrenadante, el “pellet” se
resuspendié en salino al 0,9%, y se proce-
dio, tras la realizacion de tinciones Papani-
colau y Giemsa, al recuento diferencial de
células. La muestra era adecuada cuando
la contaminacién de células escamosas era
<20%.

Estadistica

Se empled el programa SPSS 16.0 para
realizar el analisis estadistico, Los resulta-
dos se expresaron como medianas y reco-
rrido intercuartilico (IQR). Se emplearon

los tests de Mann-Whitney y de Spearman
para evaluar las diferencias entre grupos y
las correlaciones entre variables, respecti-
vamente. Se consideraron significativos los
valores de p<0,05.

RESULTADOS

Todos los sujetos cumplimentaron el
cuestionario de sintomas ACT y se les rea-
liz6 una espirometria forzada y una cuanti-
ficacion de FE,. En 81 pacientes se proce-
di6 a la induccién de esputo, obteniéndose
muestras adecuadas para el recuento de
eosinofilos en 66 de ellos (81%). Los resul-
tados obtenidos en los grupos de pacien-
tes se muestran en la tabla 2. Los valores
de FE_,, adecuados para su valoracion en
todos los sujetos, eran superiores en asma-
ticos y dentro de este grupo, entre los que
no recibian tratamiento con corticoides
respecto a los tratados (p<0,05). No se ob-
jetivaron diferencias en los restantes indi-
ces estudiados.

Tabla 2. Resultados del estudio obtenidos en los grupos de pacientes.

Controles BD a demanda Corticoides inhalados
FEV, (%) 104 (97-112) 104 (96-116) 101 (82-118)
Pendiente salino NR 0,43 (0,15-1,47) 0,40 (0,15-1,86)
Puntuacion ACT NR 23 (19-25) 23 (19,7-25)
FE,, (ppb) 14,4 (9,5-18)* 46 (23,25-88,75)* 33 (24,5-66,0)*
Eosindfilos (%) NR 5 (2-20) 5(2-10)

Valores de mediana e recorrido intercuartilico (IQR). ACT: Cuestionario “Asthma Control Test”; FE, (ppb): fraccién exhalada de
6xido nitrico en partes por billon. Pendiente salino: pendiente de la curva concentracion-respuesta realizada tras la inhalacion de

salino hipertonico. NR: no realizado. *p<0,05.

La eosinofilia en esputo y los valores de
FE,, se asociaban entre si (Fig. 1), asi como
con los indicadores de sintomas y de HRB, si
bien los coeficientes de correlaciéon eran muy
discretos. Solo la eosinofilia, y no los valores
de FE,, lo hacia con el grado de obstruccion
basal de la via respiratoria (Tabla 3), aunque
también de forma discreta. Al analizar por
separado los grupos de asmaticos, se obser-
v6 que las correlaciones de los indicadores
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de sintomas, tanto con la eosinofilia en espu-
to (Fig. 2) como con los valores de FE (Fig.
3) se incrementaban ligeramente en el grupo
de asmaéticos que no recibia tratamiento an-
tiinflamatorio (AB-)(manteniéndose no obs-
tante en valores de correlacién discretos),
mientras que se perdia la significacién esta-
distica en grupo (AB+) manteniéndose para
el FE, solo una tendencia que tampoco lle-
g6 a ser significativa.
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Figura 1. Correlacion entre la eosinofilia en esputo y los valores de
FE,, en la muestra completa de pacientes.

Tabla 3. Correlaciones entre las variables en el total de la muestra de pacientes.

ACT FEV /FVC P. salino Eosinoéfilos FE,
ACT V4 NS R=0,45 ** R=-0,34 ** R=-0,41 **
FEV /FVC NS V4 NS R=-0,37 ** NS
P. salino R=0,45 ** NS Vi R=-0,28 * R=-0,445**
Eosinofilos R=-0,34 ** R=-0.37 ** R=-0,28 * Vi R=0,66 **
FE R=-0,41 ** NS R=-0,445** R=0,66 ** Va

NO
Abreviaturas: ACT: Cuestionario “Asthma Control Test”; FENO (ppb): fraccion exhalada de 6xido nitrico en partes por billon. P. salino: pendiente
de la curva concentracién-respuesta realizada tras la inhalacién de salino hipertonico. NS: no significativo. *p<0,05; **: p<0,01

Sin Corticoides Con corticoides

r=-0,58, p<0,0001 ns

Eosinéfilos en esputo (%)

ACT ACT

Figura 2. Correlacion entre la eosinofilia en esputo y la puntuacién del cuestionario ACT en los
pacientes agrupados en funcién de su tratamiento con o sin corticoides inhalados.
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Sin Corticoides

Con corticoides

r=-0,61, p<0,0001

200 T

FENO (ppb)

ns

ACT

ACT

Figura 3. Correlaci6n entre los valores de FE, y la puntuacién del cuestionario ACT en los pa-
cientes agrupados en funcién de su tratamiento con o sin corticoides inhalados.

DISCUSION

En contraste con la medicion de FE,,
que fue posible en la totalidad de los indivi-
duos, s6lo fueron aptas para el analisis 81%
de las muestras de esputo inducido, lo que
esta en consonancia con la rentabilidad en-
tre el 60% y el 100% que la literatura cita
para la técnica'®. Como ha sido previamen-
te descrito® los valores de FE, se corre-
lacionaban con la eosinofilia en esputo y
eran superiores en asmaticos que en con-
troles. Ademas, se apreciaban valores de
FE,, més altos en los asmaticos que no lle-
vaban tratamiento esteroideo, lo que esta
de acuerdo con la elevada sensibilidad de
este marcador al tratamiento antiinflama-
torio'>?'2, Sin embargo, esta diferencia no
se podia apreciar en la eosinofilia en espu-
to cuyos valores, por encima del limite de
normalidad establecido en 2%'2, no diferian
en los grupos de asméaticos en funcién de
su tratamiento de base.

La hiperreactividad bronquial, o res-
puesta exagerada de las vias respiratorias
a diversos estimulos, es una caracteristica
central del asma. Los estimulos directos
acttian contrayendo el musculo liso bron-
quial mientras que los estimulos indirectos
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inducen broncoconstriccion a través de la
liberacion de mediadores considerandose,
la respuesta bronquial a ellos un indica-
dor del grado de inflamacién y por ende,
de la actividad del asma®*?!. Los estimu-
los osmolares son broncoconstrictores
indirectos; entre ellos se cuenta el salino
hiperténico cuyo efecto se cuantifica a tra-
vés de los valores de PC,  (concentracion
que induce una caida de FEV, del 20%) o de
la construcciéon de curvas concentracion-
respuesta (CCR) obtenidas en las pruebas
de exposicién inhalada. Nuestro disefio
de estudio, realizado a volumen corriente
y con una Gnica concentracién de salino,
s6lo nos permiti6 calcular la pendiente de
la CCR, cuyos valores se asociaban a los de
inflamacién bronquial, dada tanto por la
eosinofilia como por los valores de FE ;. No
obstante, al igual que ocurria con la eosino-
filia en esputo, la HRB a salino hiperténico
no diferia entre los asmaticos que seguian
tratamiento con corticosteroides inhala-
dos y los que sélo recibian broncodilata-
dores a demanda. Estas diferencias pueden
ser consecuencia tanto de la temporalidad
con la que el tratamiento antiinflamatorio
modifica cada uno de los componentes del
asma'’” como de la elevada y precoz res-
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puesta de los valores de FE alos corticos-
teroides inhalados!’. Apoya esta hipotesis
el hecho de que la eosinofilia en esputo
se asociase al grado de obstruccion basal
dado por el cociente FEV /FVC y que esta
correlacion que no se mantuviera con los
valores de FE .

Recientemente, Vega y col*® han vali-
dado al castellano el cuestionario Asthma
Control Test, que ha demostrado ser una
herramienta Gtil para cuantificar el control
del asma referido al Gltimo mes. En nues-
tro estudio, la puntuacién de sintomas se
correlacionaba con la pendiente CCR al sa-
lino hiperténico, apoyando el valor de esta
prueba como indicador de la actividad del
asma. Se observo también asociacion in-
directa de la puntuacién de sintomas con
los valores de eosindfilos y de FE que, al
considerar a los grupos de asmaticos por
separado, se incrementaba entre los que
no recibian tratamiento antiinflamatorio,
para desaparecer en el grupo que tomaba
esteroides inhalados. Resalta el hecho de
que estas diferencias se observaran tam-
bién al analizar los eosinéfilos en esputo,
lo que podria ser también atribuible a los
diferentes tiempos con que se modifican
los indicadores del asma en respuesta al
tratamiento!”.

Una posible lectura de estos resultados
seria que el tiempo de respuesta de la per-
cepcion clinica del asma y de los valores
de FE_ al tratamiento con corticosteroi-
des inhalados, es insuficiente para reducir
la actividad de la enfermedad, dada por la
eosinofilia en esputo y por la HRB a agonis-
tas indirectos como las soluciones hiperos-
molares. Dado que los eosinéfilos en espu-
to no se modifican hasta pasados 6 meses
del inicio del tratamiento, seria poco reco-
mendable realizar cambios en éste a pesar
de la reduccion en los valores de FE, hasta
completado dicho periodo.

Parece sin embargo indudable que la
cuantificaciéon de FE, en pacientes que
no estén recibiendo tratamiento antiinfla-
matorio puede ser de gran utilidad en el
diagnéstico de asma. Asi, un paciente con
sintomas sugestivos de obstruccién varia-
ble de las vias respiratorias y con valores
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elevados de FE, tendria altas probabilida-
des de presentar asma, atin en ausencia de
una obstruccién bronquial objetiva. Esta
aplicacién ya se recoge en la nueva Guia
Espafiola para el Manejo del Asma (GEMA,
2009), en la que se recomienda realizar
una determinacion de los valores de FE
previa al establecimiento de un nuevo diag-
noéstico de asma. Es mas dudoso el papel
que desempenan los valores de FE, en el
seguimiento y la monitorizacién del trata-
miento antiinflamatorio en el asma, ya que
los datos a este respecto son controverti-
dos®. Asi, un reciente metaanalisis®® tras
analizar 356 sujetos concluy6 que el segui-
miento de los valores de FE, no aportaba
beneficios al control del asma respecto a
las guias convencionales, salvo que éste
se conseguia con menores dosis de trata-
miento. Los resultados de nuestro ensayo
también pareden estar en consonancia con
esta percepcion.

En conclusion, la técnica de cuantifi-
cacion de FE, es rapida, sencilla y aporta
datos inmediatos. Los resultados con ella
obtenidos se correlacionan aceptablemen-
te con los indicadores de inflamacién eosi-
nofilica y de actividad de la enfermedad, en
especial en asmaticos que no reciben trata-
miento antiinflamatorio. En consecuencia
puede ser un indicador util en el diagnos-
tico inicial del asma aunque su valor en el
seguimiento y control del tratamiento an-
tiasmatico a largo plazo es mas discutible y
necesita nuevas investigaciones.
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