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Heterogeneidad en los fenotipos inflamatorios
de los pacientes con EPOC: rol del recuento celular diferencial en esputo

'@‘ 20 min.
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El tabaquismo es la principal causa
de la EPOC, sin embargo, factores como la
edad de diagndstico, la historia previa de
asma, exacerbaciones, predisposicion
genética y otros influirian en el desarrollo de
la enfermedad. Esto estaria relacionado con
los fenotipos de pacientes con EPOC, los
cuales tendrian diferentes respuestas a los
corticoides inhalados. Pensando en la
hipétesis de que la presencia de eosindfilos
en esputo podria constituir una estrategia
para diferenciar fenotipos de pacientes con
EPOC, en el presente trabajo evaluan los
perfiles celulares inflamatorios en muestras
de esputoinducido en pacientes con EPOC no
exacerbados. El esputo inducido es una
técnica no invasiva, econdmica, que
representaria una herramienta util para
conocer los diferentes fenotipos inflama-
torios en pacientescon EPOC.
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Resumen

El tabaquismo es la principal causa de
la EPOC, sin embargo, factores como la edad
de diagnéstico, la historia previa de asma,
exacerbaciones, predisposicion genética y
otros influirian en el desarrollo de la
enfermedad. Esto estaria relacionado con los
fenotipos de pacientes con EPOC, los cuales
tendrian diferentes respuestas a los
corticoides inhalados (Cl). Recientemente, ha
sido propuesto que los eosindfilos serian
potenciales biomarcadores predictores de
buena respuesta a los Cl. Con la hipdtesis de
que la presencia de eosindfilos en esputo
podria constituir una estrategia para
diferenciar fenotipos de pacientes con EPOC,
evaluamos los perfiles celulares inflamatorios
en muestras de esputo inducido en pacientes
con EPOC no exacerbados. Para esto, se
reclutaron 20 pacientes con EPOC moderado
a severo que concurren al gimnasio de
rehabilitacion respiratoria, los cuales fueron
agrupados en eosinofilicos (n: 8, cuando
presentaron mas de 3% de eosindfilos en la
muestra de esputo inducido) o no eosino-
filicos (n: 9). Se descartaron 3 muestras por
contaminacién con células epiteliales. Si bien
no se observaron diferencias significativas en
los test de funcién pulmonar o de marchade 6
minutos, los pacientes con eosinofilia
presentaron ligeramente mayor rever-
sibilidad luego del broncodilatador. Ademas,
tuvieron mayor eosinofilia periférica,
mayores valores de FeNO y mejor calidad de
vida (medida por cuestionarios) que los
pacientes no eosinofilicos. El esputo inducido
es una técnica no invasiva, econémica, que
representaria una herramienta util para
conocer los diferentes fenotipos inflama-

torios en pacientescon EPOC.

Palabras clave: esputo inducido, EPOC,
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Introduccién

La enfermedad pulmonar obstructiva
crénica (EPOC) tiene alta morbimortalidad,
por lo que constituye un verdadero desafio
para médicos e investigadores. La Organi-
zacion Mundial de la Salud harevelado que en
el afio 2030 la EPOC seria la tercera causa de
muerte en el mundo (1). La calidad de vida de
estos pacientes se ve gravemente afectada,
especialmente en estadios avanzados (2),
esto se asocia con una elevada carga
econdmica para el sistema sanitario. La Union
Europea ha dado a conocer que los costos
directos totales de las enfermedades
respiratorias serian aproximadamente del 6%
del presupuesto total de salud y que la EPOC
representaria el 56% (3). En Espafia, el costo
directo total de la EPOC estimado durante el
afi0 2012 fue de 4.169,81 millones de euros’.

El principal factor de riesgo rela-
cionado con el desarrollo de esta enfermedad
es el cigarrillo (5), sin embargo, se ha
descripto que existirian otros factores que
influyen en su evolucion. Dentro de estos, se
encuentran la edad, historia previa de asma
bronquial, predisposicién genética e
infecciones respiratorias (6-9). En adicion a
esto, factores del medio ambiente u
ocupacionales, tales como la exposicion a
biomasa o a inhalacién de determinadas
sustancias, podrian incrementar el riesgo de
padecer EPOC (10, 11).

La EPOC se caracteriza por limitacion
persistente del flujo aéreo, que progresa



asociado a la inflamacién de la via aérea
generada por la exposicion a noxas o gases.
La severidad de la enfermedad en cada
paciente estd dada por las exacerbaciones y
comorbilidades (12). La inflamacidn crénica
puede causar remodelacién de la via aérea e
incluso destrucciéon del parénquima
pulmonar que altere su funcionalidad (13).
Las exacerbaciones usualmente requieren
visitas no programadas que en ocasiones
incluyen internacion del paciente ya sea por
el empeoramiento de los sintomas
respiratorios, infecciones o eventos
cardiovasculares, etc. En estos pacientes, las
exacerbaciones conducen a un empeo-
ramiento de la calidad de vida, un
incremento de la severidad de la enfer-
medad, acompaiado de una reduccién de la
expectativa de vida (14).

En virtud de heterogeneidad de la
presentacién clinica de la EPOC, se ha
propuesto la estratificacion de los pacientes
de acuerdo a marcadores clinicos y
bioldgicos. Estos incluirian la potencial
respuesta farmacoldgica a los corticoides
inhalados y la presencia de eosinofilia en las
vias respiratorias. Algunos autores sugieren
que los niveles de eosinofilia periférica
podrian ser utilizados como biomarcadores
que contribuyan a determinar su respuesta
(15).

Se ha demostrado previamente que
mas del 30% de los pacientes con EPOC
presentarian eosinofilia periférica (16). Mas
aun, se ha descripto un incremento de la

eosinofilia durante las exacerbaciones en
pacientes con EPOC moderado o leve, lo que
mostré valores en esputo mayoresal 3%y en
sangre periférica mayores al 2% (17). De esta
manera, la eosinofilia podria constituir un
biomarcador predictor de las exacerba-
ciones, asi como la identificacion de
potenciales respondedores al tratamiento
con corticoides inhalados (18, 19). Si bien los
eosinofilos en esputo parecerian ser mejores
predictores que los eosindfilos periféricos, la
técnica de esputo inducido no es una
practica habitual ya que requiere personal
altamente entrenado, infraestructura espe-
cial y procesamiento inmediato. Ademas, se
ha propuesto como biomarcador subrogante
de la inflamacién eosinofilica durante las
exacerbaciones en EPOC, la determinacion
de la fraccion de o6xido nitrico en aire
exhalado (FeNO) (20, 21). Se ha sugerido que
los valores de corte de FeNO para pacientes
con asma serian mayor de 50 ppb, sindrome
de overlap Asma-EPOC entre 25 y 50 ppb y
para los pacientes con EPOC menor de 25
ppb (22). A partir de estos valores, segun la
Sociedad Americana de Térax (ATS-2011),
los pacientes con EPOCy FeNO menor de 25
ppb no tendrian una fuerte recomendacion
para recibir corticoides inhalados, mientras
que los pacientes con FeNO entre 25 y 50
deberian ser manejados a criterio del
neumondlogo y finalmente los pacientes con
FeNO mayor a 50 tendrian indicacion de
corticoidesinhalados (23, 24).

Dado que la medicion del FeNO no
es una practica habitual en la mayoria de los

centros de salud por falta de disponibilidad,
por su elevado costo y su cuestionada
especificidad; nosotros hipotetizamos que la
presencia de eosindfilos en esputo podria
constituir la mejor estrategia para
diferenciar los fenotipos de pacientes con
EPOC.

El objetivo es evaluar el rol del
recuento celular diferencial en el esputo
inducido para evaluar la presencia de
diferentes fenotipos de pacientes con EPOC
estables.

Materiales y métodos

Disefo: Estudio prospectivo en pacientes
con EPOC moderado a severo GOLD D
(definido por espirometria y
exacerbaciones) que concurren al gimnasio
de Rehabilitacion Respiratoria del Hospital
Britanico de Buenos Aires.

Pacientes: Todos los pacientes firmaron un
consentimiento informado que contd con la
evaluacion y el aval del comité de revision
institucional del Hospital Britanico. A los
pacientes reclutados, se les realizé6 una
prueba de esputo inducido para evaluar el
perfil celularinflamatorio. Solo se incluyeron
pacientes que no hubieran exacerbado en
las cuatros semanas. Se incluyeron pacientes
mayores de 40 afios del servicio de
Neumonologia del Hospital Britanico, que
firmaron el consentimiento informado y que
tuvieron diagndstico de EPOC conforme los
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criterios de las Ultimas guias GOLD 2015, que fueron ex tabaquistas o
tabaquistas de al menos 10 paquetes/afio, que tuvieron una relacion
FEV1/FVC<0.7 y FEV1 menor del 70%. Se excluyeron pacientes que
presentaron sintomas de exacerbaciéon de EPOC o eventos
cardiovasculares en las 4 semanas previas a la incorporacién al
estudio y pacientes con enfermedad pulmonar intersticial difusa,
enfermedades neoplasicas, vasculitis, con compromiso pulmonar,
enfermedades renales cronicas, cirrosis hepaticas, enfermedades
sistémicas no controladas (diabetes, hiper/hipo-tiroidismo,
enfermedad cardiovascular activa), bronquiectasias con infeccidn
aguda en las ultimas 4 semanas o fibrosis quistica y pacientes con
diagndstico de neumonia.

Cuando el paciente fue incluido en el estudio, realizo el
cuestionario (CAT), la determinacién del FeNO, espirometria (con la
suspension del tratamiento inhalatorio 24 hs previas al estudio) y
finalmente se indujo el esputo. Se solicitd una muestra de sangre
para hemograma y determinacion de la proteina alfa-uno antripsina
que serealizé en la misma semana del resto de las determinaciones.

Induccion del esputo: Se procedié de acuerdo al protocolo
previamente estable-cido (25). Brevemente, se obtuvieron los plugs
de moco, obtenidos con una pinza a partir de muestras frescas, se
resuspen-dieron en DTT al 0.1% durante 20 minutos en agitacion, se
realizé una citocentrifugacion a 300 RPM durante 5 minutos, las
muestras se fijaron y se realizé una coloraciéon de May Grundwald-
Giemsa. Se realizaron hasta 3 nebulizaciones con solucién salina
hiperténica durante 5 minutos, controlando que el FEV1 no
descendiera mas del 20% segun lo indicado en el esquema mostrado
en la Figura 1. Se utilizé solucidn salina hiperténica que varid su
concentracion en un rango de 0.9 a 3.0%, segun al valor del FEV1 de
cada paciente. Las muestras se procesaron con dithiotreitol (DTT) al
0.1% y se centrifugaron para realizar el recuento diferencial. Se
descartaron las muestras que presentaron mas del 5% de células
epiteliales (26).

Se consideré como criterio para clasificar los pacientes de
acuerdoalacelularidad:
Determinacion de los niveles de FeNO: Se midieron los niveles de
oxido nitrico en aire ex-halado mediante la utilizacion del equipo
NIOX MINO (Aerocrine).

Determinacion de los niveles de la proteina alfa-uno: Se dosaron
muestras de una gota de sangre seca en papel por nefelometria
cinética con un valor de corte correspon-diente a 100 mg/dL de 1.8
mg/dL.

Test de funcion pulmonar: Todos los pacientes fueron sometidos a
test de funcién pulmonar (TFP) que incluyd espirometrias y la
capacidad de difusién de mondxido de carbono (DLCO) realizados de
acuerdo a las recomendaciones de la ATS/ERS. Para las mediciones
de TFP, se utilizdé un equipo de volumen constante (Platinum Elite DL,
Medical Graphics Corporation). Los valores normales predichos
fueron referidos alos de Crapo.

Estos fueron realizados el mismo mes en que se tomd la
muestra de esputoinducido (27,28).

.

Figura 1. Esquema de induccion del esputo.
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Figura 1. Ezquama da induccidn del esputo.

Andlisis de los datos: Los resultados se analizaron mediante test no
paramétricos utilizando el software Graph-Pad PRISM-5 (Graph Pad,
LaJolla, CA). Para la estadistica descriptiva, se informaron las medias
y el desvio estandar. Para comparar las diferencias entre dos grupos,
se utilizé el test de Mann Withney y cuando se compararon los
resultados de tres o mds grupos, se utilizé el test no paramétrico de
Kruskal Wallis y el test de comparaciones multiples de Dunn. Se
considero estadisticamente significa-tivamente una p <0.05.

Resultados
Poblacion estudiada

Se reclutaron 20 pacientes, de los cuales 17 fueron hombres;
un paciente fumador activo y el resto exfumadores (con mas de un
afio sin fumar) con una carga tabaquica de 53.3 + 7.3 paquetes/afio.
Los pacientes se agruparon de acuerdo al recuento celular
diferencial en las muestras de esputo inducido tal como se observa
en la Figura 2, tres muestras fueron excluidas por contaminacion con
células epiteliales. Si bien la mayoria de los pacientes fueron
nebulizados con solucidn salina hipertdnica al 3%, en cuatro de ellos
se utilizé solucidn salinaal 0.9% por presentar FEV1 menorde 1L.

Dado que el esputo inducido constituye una técnica
minimamente invasiva, reproducible, validada y segura en pacientes
con enfermedad pulmonar crénica tanto estables como
exacerbados; la misma se utilizé para evaluar la heterogeneidad en
los perfiles celulares inflamatorios de 17 pacientes con EPOC (29,
30). Esto permitid organizar los pacientes en 2 grupos: eosinofilicos y
no eosinofilicos (Tabla 1). En la Figura 3 se observan imagenes
representativas de los patrones encontrados en nuestros pacientes.

Caracteristicas de los diferentes fenotipos de pacientes con EPOC

El grupo de pacientes no eosinofilicos presentd en promedio
mayor carga tabaquica que los pacientes eosinofilicos; sin embargo,
estas diferencias no resultaron estadisticamente significativas
(91.9 + 22.4vs54.3 £11.7 paquetes/afio; p = 0.28). Los dosajes de
al-antitripsina mostraron que todos los pacientes estuvieron dentro
de lanormalidad.

Como antecedentes de relevancia, se observé que todos los
pacientes eosinofilicos refirieron rinitis, mientras que en los
pacientes no eosinofilicos, sélo dos de ellos (100.0% vs 22.2%
respectivamente).
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El tratamiento de mantenimiento para los pacientes incluyd
corticoides inhalados (flutocasona o budesonide), broncodilatadores
de rapida accion (SABAs y SAMAs), LABAS y broncodilatadores de
ultrarapida accion ultra-LABAs: indicaterol) y antimuscarinicos
(tiotrapio y glicopirronio). Ambos grupos recibieron similares
tratamientos dada la severidad de su enfermedad (Tabla 2). Dos
pacientes del grupo eosinofilico, ademas, recibieron tratamiento con
corticoides orales (meprednisona) y otros dos corticoides intranasales
(furoato de mometasona).

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas
en los parametros de funcidon pulmonar de ambos grupos de pacientes
(eosinofilicos vs no eosinofilicos), aunque se observd un ligero
incremento de la reversibilidad en el grupo de pacientes eosinofilicos
(Tabla 3). Tampoco se observaron diferencias en la difusion (DLCO), ni
en los metros recorridos en el test de marcha de 6 minutos. Sin
embargo, la evaluacion de los datos recogidos del test de impacto del
CAT que mide el bienestar y calidad de vida desarrollado
especificamente para pacientes con EPOC (COPD Assessment Test:
CAT), mostro que los pacientes no eosinofilicos tienen peor calidad de
vida respecto de los pacientes eosinofilicos (17.7+ 3.8 vs 10.3 £ 0.66).

S

Figura 2. Algoritmo de pacientes en funcion del recuento celular
diferencial.
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TABLA 1. Pacientes organizados por el perfil celular inflamatorio del
esputo
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Mediadores inflamatorios: comparacion de ambos grupos

Se observd que tanto los pacientes eosinofilicos como los no
eosinofilicos presentaron mas del 2% de eosindfilos en sangre
periférica. Sin embargo, los valores fueron mayores en las muestras de

los pacientes con eosinofilia en esputo comparados con los pacientes
no eosinofilicos (635.4 + 111.1 eos/mm’ que equivalena 5.8 + 1.3% vs
435.0+35.5 eos/mm’ correspondientes a 4.0 £ 0.7%). Segun el test de
Mann Whitney, estas diferencias no resultaron estadisticamente
significativas (p = 0.07). También se observé que la cantidad de
eosinofilos en esputo se correlaciond positivamente con la cantidad de
eosinofilos ensangre (r de spearman= 0.52; p=0.1).

Los pacientes eosinofilicos mostraron un ligero incremento en
los niveles de FeNO respecto de los pacientes no eosinofilicos (43.5 £
25.5vs21.3+1.2 ppb;p=0.7).

.

Figura 3. Celularidad en las muestras de esputo inducido. Se observa
la foto del esputo fijado y tefiido con May-Grunwald-Giemsa (400x).
A) Muestra eosinofilicay B) Muestra neutrofilica.
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TABLA 2. Tratamiento de mantenimiento en los pacientes con EPOC
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Discusion

La EPOC es una enfermedad que puede presentar diferentes
fenotipos. Esta heterogeneidad se pone en evidencia con las
diferentes respuestas a los tratamientos farmacolégicos (26). Si bien
numerosos trabajos se han centrado en definir estos fenotipos, no
existe un consenso validado que los agrupe y clasifique, sin embargo
se identifican entre ellos la bronquitis, el enfisema, los exacerbadores
frecuentes, la sobreposicién asma-EPOC y la EPOC con
bronquiectasias (27, 28). Comprender las distintas presentaciones
clinicas asociadas al perfil inflamatorio particular de cada paciente
podria contribuir a determinar estrategias personalizadas de
tratamiento.

Recientemente las guias emitidas en conjunto por la iniciativa
global del manejo de la enfermedad obstructiva crénica (Global
Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease: GOLD) y la iniciativa
global de asma (Global Initiative for Asthma: GINA); han definido al
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fenotipo de sobreposicion asma-EPOC como ACOS (29, 30). Este ®
sindrome, caracterizado por una limitacion persistente del flujo aéreo,

tendria una prevalencia del 2% en la poblacién general y del 20% en los TABLA 3. Test de funcién pulmonar y caminata de 6 minutos (los
pacientescon EPOC (31, 32). resultados se expresaron como media y error estandar). Se
compararon los resultados utilizando el test de Mann Withney, sin
Conocer los criterios para el diagndstico de ACOS es embargo, no se encontraron diferencias estadisticamente
fundamental ya que estos pacientes presentan mayor nimero de significativas
exacerbaciones y en ocasiones mas severas que los pacientes con = P
EPOC™. Los pacientes con ACOS corresponden a un subgrupo de Ebinoliccs M posinalices

pacientes con EPOC que requieren tratamiento con corticoides nall naB
inhalados asociados a broncodilatores B-2 de larga duracion (LABA)
(34). ACOS incluye pacientes con EPOC que poseen reversibilidad
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elevada o historia de atopia (37). Por consenso, los pacientes deben
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jovenes (38-40). La relevancia de su
adecuado diagndstico se basa en el hecho de
que presentan una notable estabilidad o
mejoria cuando reciben corticoides
inhalados. La eosinofilia en esputo con un
valor de corte mayor a 2.5% predice la
respuesta a corticoides inhalados con una
sensibilidad de 82.4% y especificidad de
84.8% (41). Mas aun, se ha sugerido que la
presencia de eosindfilos en esputo inducido
podria ser un potencial predictor para el
éxito del tratamiento (42).

Si bien el tratamiento con
corticoides inhalados ha demostrado
beneficios en los pacientes con EPOC que
presentan inflamacién eosinofilica
disminuyendo las exacerbaciones y
mejorando su calidad de vida, en la practica
clinica habitual su utilizaciéon de acuerdo a la
severidad del paciente puede resultar
inapropiada. A pesar de que el nUmero de
pacientes reclutados hasta el momento es
bajo, se encontré mayor estabilidad y
mejoria de la calidad de vida (reflejada por
el CAT) en el grupo de pacientes
eosinofilicos que se encuentran con terapia
de mantenimiento que incluye corticoides
inhalados.

Actualmente, aquellos pacientes
con EPOC con mds de dos exacerbaciones
por afio tienen indicacion de recibir
tratamiento con corticoides inhalados,
aunque la dosis a utilizar no estd claramente
definida. Sin embargo, debe considerarse
que la sobre-utilizaciéon de corticoides
inhalados podria tener mds riesgos que
beneficios a largo plazoy generar ademas un
innecesario incremento en los costos del
sistema de salud. La necesidad de encontrar
biomarcadores que faciliten la identificacion
de estos pacientes continlda siendo un
desafio. Si bien los hallazgos de este trabajo
constituyen resultados preliminares de un
estudio descriptivo que intenta comprender
el rol de los eosindfilos para diferenciar los
pacientes con EPOC, nosotros
hipotetizamos que la eosinofilia en esputo
podria ser una herramienta a utilizar como
criterio para la indicacién de corticoides
inhalados. Cada paciente debe ser evaluado
en forma individual para optimizar su
tratamiento.
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