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Resumen

El objetivo de este trabajo fue analizar el fenotipo celular en esputo de los pacientes con
diagnostico de EPOC clasificados segun el diagrama A-D.

Se reclutaron paciente ambos géneros, edad > 60 afios, ex fumadores de por lo menos
10 pack/afio, con diagndstico de EPOC en situacion estable. Se los clasifico segtin GOLD
2011 en categorias clinicas A, B, G, D y se les analiz6 el patron inflamatorio bronquial
por medio de citologia de esputo.

Se estudiaron 85 pacientes con diagnastico de EPOC distribuidos en categoria A (19), B
(29), C (19) y D (18); la edad de estos tltimos fue significativamente mayor que las del
resto de los pacientes. El patron predominante celular en esputo fue Eosinofilico (43),
Neutrofilico (17), Mixto (9) y Paucigranulocitico (16). La distribucion del patron celular
predominante en relacion a cada grupo clinico de EPOC fue estadisticamente significativo
p < 0,001. El fenotipo celular Neutrofilico en el grupo A; eosinofilico y mixto en los grupos
By Cyenelgrupo D, aun presentes los eosindfilos predoming el patron Neutrofilico.
Concluimos que este estudio identifico patrones celulares inflamatorios que caracterizan
cada grupo del diagrama A-D de la EPOC lo cual puede contribuir a explicar su cardcter
heterogéneo, personalizar el tratamiento y especialmente apunta a identificar temprana-
mente el paciente en riesgo de iniciar y perpetuar la enfermedad.

cuatro grupos de pacientes (o categorias) segin
A-B-CyD.

La Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica
(EPOC) es compleja y heterogénea y la severi-
dad de la limitacién del flujo aéreo medido por
espirometria, no refleja toda la complejidad de la
enfermedad! como por ejemplo los pacientes con
escasos sintomas y los muy sintomaticos, los que
exacerban y los que no lo hacen con frecuencia.
En consecuencia, las recomendaciones de GOLD
20112 sugiere evaluar a los pacientes con EPOC
con el grado de obstruccion al flujo de la via aérea
e incluir variables clinicas como grado de disnea
y la frecuencia de exacerbaciones anuales. Segiin
los resultados de esta evaluacion, se identifican

Los grupos Ay B se definen en funcién del riesgo
(FEV, > 50% predictivo y no més de una exacerba-
cién por ano), por lo que un paciente debe cumplir
estos dos requisitos para ser clasificados en uno de
estos dos grupos. Los grupos Cy D, admiten varias
combinaciones posibles. Por ejemplo, un paciente
puede ser clasificada en el grupo C, por la presencia
de escasos sintomas (por definicién) y, o bien FEV ,
<50% pred, o dos o mas exacerbaciones / afo o
mas de una hospitalizacién por ano (segin GOLD
2013)3, 0o ambos, lo mismo ocurre con los pacientes
en el grupo D. Sin embargo no refleja totalmente
las distintas dimensiones de la EPOC, inclusive con
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esta propuesta de evaluacién combinada. Dada la
heterogeneidad de la EPOC es emergente focalizar
el manejo de la enfermedad en forma personaliza-
da y recurriendo a biomarcadores confiables para
identificar el paciente mas apropiado para la mejor
eleccion terapéutica®.

Es por ello que, reconociendo a la EPOC una
enfermedad inflamatoria como sustrato fisiopato-
génico, se propuso analizar el fenotipo celular en
esputo inducido de los pacientes clasificados segin
el diagrama A-D de GOLD 2011.

Materiales y métodos

Este es un estudio observacional, prospectivo
y transversal que para desarrollar el objetivo
propuesto se reclutaron paciente del Servicio de
Neumonologia del Sanatorio Allende (Nueva Cér-
doba) y del Centro de Deshabituacién Tabaquica
del Nuevo Hospital San Roque de Coérdoba. Fue
aprobado por el Comité de Etica del Sanatorio
Allende y los pacientes adhirieron voluntaria-
mente al consentimiento informado y escrito. Los
pacientes ingresados presentaban criterios de
EPOC segtn recomendaciones GOLD 20112; de
ambos géneros, edad =60 anos, fumadores de por
lo menos 10 pack/ano. Los pacientes no debian
ser fumadores actuales y haber dejado de fumar
al menos 6 semanas antes del ingreso al protocolo
para evitar resultados erréneos de porcentajes
de células inflamatorias en el esputo inducido
especialmente los neutroéfilos. No debian haber
presentado exacerbaciones de la EPOC definido
como un episodio agudo caracterizado por un
empeoramiento de los sintomas respiratorios del
paciente que transciende las variaciones normales
diarias y precisa un cambio en la medicacién?.
No debian haber sido tratados con esteroides
sistémicos o inhalados en las seis semanas antes
del ingreso, esto Gltimo a excepciéon de aquellos
con EPOC exacerbadores frecuentes por razones
éticas. No debian estar cursando enfermedades
infecciosas ni haberla presentado durante las
seis semanas previas al enrolamiento; tampoco
tener criterios de asma bronquial en su infancia
y/o adolescencia, enfermedades cardiovasculares
(insuficiencia cardiaca) diferente a la isquémica,
neoplasias, enfermedades del colageno, ingesta
de medicamentos neumotdéxicos conocidos, expo-
siciones laborales de riesgo pulmonar, cualquier
enfermedad respiratoria crénica diferente a

EPOC, reflujo gastro-esofagico, obesidad (IMC
> 30) ni imposibilidad fisica- mental que impida
la colaboracién en el estudio.

Diseifio del estudio

En la primera visita, todos los pacientes con crite-
rio de inclusién, fueron sometidos a una historia
clinica minuciosa. Las variables consignadas
fueron edad, genero, parametros espirométricos
segin normativas ATS/ERS® realizadas con el
espirémetro Cosmed Quark Spiro Series System
3700 (Cosmed SRL Italy 2015®) con estandariza-
cién diaria segin especificaciones técnicas; indice
de fumar paquete/ano. Segin presentaran las
variables de sintomas, FEV , grado de disnea de
MRC, historia de exacerbaciones y se los clasific6
en EPOC A-B-C y D segtn correspondaZ.

En una segunda visita, luego del enrolamien-
to, se les tom6 una muestra de esputo inducido
independientemente de conocer la clasificacién
del grado clinico de EPOC, para no influir en los
resultados.

Obtencion y Procesamiento del Esputo Inducido (EI)
Las muestras de EI se obtuvieron siguiendo el
protocolo habitual previamente descripto®. A los
pacientes se les midi6 el Flujo Espiratorio Pico
(FEP) y se administr6 200 mg de salbutamol en ae-
rosol MDI por via inhalatoria. Luego de 15 minutos
se les midi6 nuevamente el FEP y se nebulizaron
con soluciones salinas en concentraciones cre-
cientes de 3%, 4% y 5% utilizando un nebulizador
ultrasénico Ultraneb 2000 De Villbis. Después
de cada nebulizaciéon se midié el FEP. Si el FEP
cae a < 10% se continuo con las concentraciones
crecientes. Si la caida del FEP era entre 10 y 20%
no se incrementd la concentracién de salina hiper-
tonica sino se prolongo el tiempo de inhalacién en
la misma concentracién. La técnica se suspendia
cuando los pacientes manifestaban sintomas de
disconformidad respiratoria y el FEP caia al 20%
o mas del valor basal.

Del esputo obtenido, se seleccioné el material
viscoso, separando la saliva. Se agregaron 4 ml de
Ditiotreitol (DT'T) por mg de esputo, agitandose
durante 15 segundos y luego por 10 minutos en
bano maria a 37 °C. Luego de un filtrado con
gasa de 48 um de espesor, se le agregé un volu-
men de PBS (Phosphate Buffer saline) igual al
utilizado de DTT. La viabilidad celular se deter-
miné mediante azul de tripan, continuandose el
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protocolo cuando la misma superé el 50%. Las
células obtenidas fueron contadas en camara de
Neubauer, centrifugadas y re suspendidas en PBS
a una concentracion de 1 x 108 células/ml. La
suspension se utiliz6 para preparar portaobjetos
(citospin) con cito centrifuga (Giumelli) a 450
rpm por 4 minutos.

Para identificar las células del EI, los citospin se
tineron con May Griinwald-Giemsa y se realizé un
recuento diferencial, incluyendo neutréfilos, ma-
créfagos, linfocitos y células epiteliales bronquia-
les. El porcentaje fue calculado sobre la base de un
minimo de 200 células no bronquiales escamosas.
Se clasificé el fenotipo celular dependiendo del
porcentaje de célula predominante en el recuento
diferencial del citospin. Los patrones celulares se
clasificaron en: Eosinofilico (E) (> 3% de eosin6fi-
los); Neutrofilico (N) (= 65% de neutrofilos); mixto
(M) (eosinofilico > 3% de eosindfilos + neutrofilico
> 65%) y Paucigranulocitico (P) (no eosinofilico
< 3% no neutrofilico < 65%)".

Analisis estadistico

El tamano de la muestra no debi6 ser menor a 15
en cada grupo. Esta se calculé para lograr una
potencia de 80%, con un error alfa de 0,05, para
detectar una diferencia del 15% en el recuento
de porcentaje absoluto de eosinéfilos en los dife-
rentes subgrupos de pacientes. Los resultados se
expresaran como media * desviaciéon estandar
para variables numéricas y frecuencias absolutas
para variables categorias. Las diferencias entre
grupos se examinaron utilizando la prueba de
Kruskal Wallis para variables con distribucién

TABLA 1. Caracteristicas de los pacientes

para normal. Luego de usar el test de Kruskal-
Wallis se utiliza comparaciones multiples en
base al estadistico T basado en los rangos. Se
utiliza tabla de contingencia para las variables
categoricas. Para el andlisis estadistico se utili-
z6 el software estadistico Infostat (Facultad de
Ciencias Agropecuarias - Universidad Nacional
de Cérdoba). Se considera un valor de p < 0,05
como estadisticamente significativo.

Resultados

Se estudiaron 85 paciente que reunieron los
criterios de seleccién y por medio de las varia-
bles espirométricas y clinicas se los clasificé
en EPOC A (19), B (29), C (19) y D (18). Las
caracteristicas demogréaficas de los pacientes
se resumen en la tabla 1 cabe resaltar que la
edad de los pacientes del grupo clinico D fue
significativamente mayor que las del resto de
los pacientes. Segin el patrén predominante
celular en esputo se obtuvieron E (43), N (17),
M (9) y P (16), grafico 1. Cuando cotejamos el
fenotipo celular de esputo con el estadio clinico
de EPOC la distribucion fue estadisticamente
significativa identificando perfiles clinicos
con un tipo celular caracteristico, grafico 2.
Igualmente, cada paciente identificado con una
esfera de color segtn el fenotipo celular fue ubi-
cado en el diagrama A-D de EPOC grafico 3.
Interesantemente resulté una distribucion de
patrén celular predominante en cada grupo
como neutrofilico en el grupo A; eosinofilico y

Variables EPOC A EPOC B EPOC C EPOC D P

n 19 (22%) 29 (34%) 19 (22%) 18 (21%) NS

Edad (afios) 64 (4) 65 (6) 61(4) 70 (8) 0.01 Dvs A-C
Genero F 8 11 6 5 NS

P/Y 49 (27) 47 (15) 36 (18) 49 (16) 0.04 Cvs A,B,D
CVF, % 68 (7) 70(7) 78 (10) 64 (10) NS
FEV1, % 58 (21) 62 (8) 46 (6) 41 (5) 0.01C,Dvs AB
FEV1/CVF 69 (5) 51 (3) 46 (4) 47 (8) NS
Cambio BD% 5(2) 7(1) 10 (3) 2(4) NS
Eosindfilos% 1.5(1.3) 14 (11) 6(2) 6 (4) 0.05AvsD;BvsC
Neutréfilos% 49 (39) 50 (27) 45 (33) 62 (30) NS
Macrofagos% 38 (36) 25(19) 24 (20) 16 (11) 0.04 Dvs A-C
C. epiteliales% 1.6 (1.9) 1.4(2) 0.9 (1) 0.7 (0.8) NS

Los datos estan presentados con medias + SD. Las variables categoéricas estan presentadas como
frecuencias relativas. Distribucion segun clasificacion EPOC GOLD 2011
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Fenotipos celulares en EPOC

P (19%)

N (20%) E (51%)

M (11%)
L e

Grafico 1. Fenotipos celulares en muestras de esputo de pacien-
tes con EPOC. E: eosinofilica (> 3% eosinofilos), N: neutrofilica
(> 65% neutrofilos), M: mixto (eosinofilico y el neutrofilico),
P: Paucigranulocitica (ni eosinofilica ni neutrofilica).
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Graéfico 2. Distribucion de proporciones de fenotipo celular se-
gun diferentes estadios clinicos de EPOC (Clasificacion GOLD
2011). Se concluye que no fueron las mismas proporciones
en los grupos, existe una relacion entre el fenotipo celular y
clasificacion clinica p < 0.0001. En EPOC A se encuentran los
fenotipos celulares N 'y P; en EPOC B, los fenotipos celulares
E y M; en EPOC C fenotipos celulares E, My Py en EPOC D
todos los fenotipos celulares en distintas proporciones. Fenotipo
Celular: E: eosinofilica (> 3%), N: neutrofilica (> 65%), M: mixto
(eosinofilos y el neutrdfilos), P: Paucigranulocitica (ni eosinofilica
ni neutrofilica).

mixto en los grupos By C y en el grupo D, aun
presentes los eosinofilico predomino el patrén
neutrofilico.
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Grafico 3. Distribucion de los fenotipos celulares segun la clasi-
ficacion clinica de EPOC GOLD 11.

Cada esfera representa un paciente y cada color el fenotipo celu-
lar: @ Eosinofilico, ® Neutrofilico, ® Mixto, © Paucigranulocitico.

Discusion

Analizamos caracteristicas inflamo métricas, para
interpretar la complejidad de la EPOC mas espe-
cificamente que con el anédlisis unidimensional del
FEV, y aun con la combinacién de variables clinicas
como la disnea y frecuencia de exacerbaciones. Los
resultados de este trabajo demostraron fenotipos
celulares de inflamacién predominantes en cada
grupo de EPOC lo que pudiera significar un paso
potencialmente importante en el avance hacia un
enfoque mas personalizado de la enfermedad.
Estos resultados actuales permiten interpretar
con mayor claridad algunas caracteristicas clinicas,
estabilidad temporal y resultados a largo plazo
de los cuatro grupos de pacientes analizados en
estudios previos de cohorte!. Teniendo en cuenta
los grupos con bajo riesgo de exacerbacién como el
Ay B con la peculiaridad de tener un FEV, simi-
lar, sin embargo el grupo B ya presenta sintomas
y tiene una tendencia a progresar en severidad
de la enfermedad a diferencia de los pacientes
del grupo A poco sintomaéticos y que tienden a
permanecer en el mismo grupo con los anos. El
predominio celular eosinofilico observado en el
grupo B pudiera explicar estas diferencias siendo
conocidos los efectos citotéxicos de los eosinéfilos
y las manifestaciones clinicas secundarias a la
auto-agresion contra las propias células del epitelio
bronquial®®. Estos hallazgos explicarian igual-
mente, porque los grupos B y C presentan mayor
variacion durante el seguimiento!? advirtiendo la
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necesidad de identificar el patrén inflamatorio en
etapa temprana de la enfermedad y considerar una
propuesta terapéutica apropiada.

Los pacientes con EPOC de los grupos B y D
son considerados por el estudio ECLIPSE™X los que
presentan mayor tendencia a las comorbilidades
por persistencia de inflamacién sistémica. Es pro-
bable que en el caso del grupo B, los cuales reciben
como tratamiento s6lo broncodilatadores de acciéon
prolongada, segin recomendaciones de las guias
(GOLD) se descuiden los efectos inflamatorios sis-
témicos generados por los eosinéfilos y en el grupo
D la combinacion de los mediadores inflamatorios
propios de eosindfilos y neutroéfilos, sumado a la
mayor cronologia de la enfermedad, determine un
mayor estado de vulnerabilidad a comorbilidades
observados en estos grupos.

Resulta interesante analizar los grupos C y D,
lo cual se considera impreciso clasificarlos solo por
historia del nimero de exacerbaciones en el iltimo
ano. En este trabajo los pacientes de ambos gru-
pos mantenian, por razones éticas, el tratamiento
convencional sugerido, sin embargo, aun asi, solo
una minoria del grupo C logr6 normalizar su estado
inflamatorio (paucigranulocitico); podrian estos
paciente considerarse aquellos que han progresado
en severidad en el tiempo pero lograron estabilizar-
se con escasos sintomas. Los restantes del grupo
C, los cuales atn persisten los eosinéfilos quiza
por una dosis insuficiente de esteroides inhalados
(dosis propuestas para EPOC diferentes a las del
asma) o insuficiente respuesta a los esteroides, son
los que no sélo han progresado en severidad en el
tiempo, sino que incrementan progresivamente el
namero de exacerbaciones en el ano'!. En el caso de
los pacientes del grupo D, en forma similar estan
los exacerbadores frecuentes, quiza aquellos que
persisten con eosinéfilos en la citologia bronquial
y los mas severos en la limitacién al flujo aéreo,
coincidente con una mayor progresion de la en-
fermedad en anos, sumado a los efectos deletéreos
del neutréfilo. Nuestro grupo de trabajo esta desa-
rrollando investigaciones en relacién a la biologia,
muerte celular y sus consecuencias, de eosinofilos
y neutréfilos, ambos protagonistas indiscutibles
en la EPOC. Es posible y a modo de hipétesis,
que el eosinéfilo participe en el detonante de la
enfermedad y progresion en severidad de los sin-
tomas ejerciendo una quimiotéxix del neutréfilo,
perpetuando y agravando atin mas la enfermedad
en los ultimos estadios.

Los estudios de cohorte demostraron que la
mayoria de los pacientes asignados a los grupos A
y D siguen perteneciendo a estos mismos grupos
sin modificar la severidad de la enfermedad. Es
probable que en el caso del grupo A, cuyo predo-
minio celular es el de una bronquitis neutrofilica
o paucigranulocitica, represente un patrén infla-
matorio producto de la exposicién crénica al humo
del cigarrillo sin el factor predisponente para
desencadenar inflamacién eosinofilica, que como
ya fue referido anteriormente, seria el responsable
de sintomas y progresién de la enfermedad. En el
caso del grupo D consideramos la edad un factor
influyente, como muestran las caracteristicas
demograficas de nuestros pacientes y quiza ya
estadios finales de la enfermedad.

Bartoli y col'?, recientemente han identificado
y dado a conocer en una Letter Researc fenotipos
inflamatorios celulares de acuerdo a GOLD 2011
inmediatamente después de concluir nuestros
resultados, pero aun no publicados. Los disefos
de ambos son similares, aunque los resultados no
son coincidentes con los nuestros quiza por las
diferencias demograficas de ambas poblacionales
estudiadas y especialmente utilizan diferente corte
de porcentajes para eosinéfilos y neutrofilos para
definir los fenotipos celulares eosinofilico y neu-
trofilico respectivamente segiin recomendaciones
internacionalmente aceptables’!?.

Analizando las fortalezas, aunque no es el pri-
mer estudio que identifica fenotipos celulares en
esputo en relacién a los grupos A-D de la EPOC
GOLD 2011; si lo es en reconocer al eosindfilo,
como célula protagénica en la fisiopatogénia
detonante de los sintomas y el progreso de la
enfermedad.

Como debilidad consideramos hubiese sido de
mayor interés analizar los grupos C y D sin tra-
tamiento antiinflamatorio para analizar natural-
mente el patrén inflamatorio. Este detalle ya esta
contemplado y apoyado desde la recomendacién
ética en los futuros proyectos de investigacién
de nuestro grupo de trabajo. Cabe destacar que,
aunque no es una debilidad del diseno de este
proyecto, sin embargo, los resultados obtenidos
generan nuevas preguntas de investigacion e hi-
pétesis de trabajo insinuando incluir pacientes a
temprana edad.

Concluimos que este estudio identificé patrones
celulares inflamatorios que caracterizan cada gru-
po del diagrama A-D de la clasificacién de EPOC
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lo cual puede contribuir a la interpretacién fisio-
patogénica de la heterogeneidad de la enfermedad,
personalizar el tratamiento y especialmente incita
a evaluar en forma temprana el fenotipo celular
inflamatorio del paciente fumador en riesgo de
iniciar y perpetuar la enfermedad. Al respecto
sugerimos la utilizacion de la citologia bronquial
de muestras de esputo inducido como método
diagnostico confiable y seguro accesible a cualquier
centro neumonoldgico especializado.

Una vez més enfatizamos en la necesidad y la
utilidad de herramientas diagnosticas no invasivas
y seguras, como la citologia de esputo, ademas de
lo propuesto por las guias, en la optimizacién del
manejo personalizado de la EPOC.

Conflicto de interés: Los autores del trabajo decla-
ran no tener conflictos de intereses relacionados con esta
publicacion.
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