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Resumen

Hasta la década de los 90 toda asma era exclusivamente asociada al protagonismo de
los eosindfilos. Sin embargo frente a diferentes presentaciones clinicas y respuestas
terapéuticas cabe interrogarse si la causa de dichas diferencias es el tipo de estimulo
disparador, los mediadores quimicos o la configuracion citolégica que en conjunto estén
determinando fenotipos de asma bronquial.

Objetivo Demostrar la existencia de un fenotipo de asma con predominio neutrofilico,
diferente del eosinofilico, con caracteristicas clinico-funcionales definidas en asmaticos
virgenes de tratamiento con esteroides y humo del cigarrillo. Ademéas intentaremos esta-
blecer un posible mecanismo fisiopatogénico.

Materiales y métodos 28 pacientes con asma estable; fueron sometidos a valoracion de
la funcidn respiratoria y a la toma de una muestra de esputo inducido; se analizé su
componente celulary LTE4 en el sobrenadante.

Resultados Se identificaron dos grupos segtn el predominio celular en el esputo induci-
do, un grupo de 16 pacientes con predominio de eosindfilos (PE) y otro de 12 pacientes
con predominio de neutréfilos (PN). En el grupo PE el nimero de eosinéfilos fue
significativamente mayor que en PN (0,28 x 10¢/ml vs. 0,09 x 10%/ml, p =0.01); en tanto
que en el grupo PN, los neutrdfilos fueron significativos respecto a PE (0,32 x 105/ml vs.
0.06 x 105/ml, p=0.0002). No hubo diferencias en la edad entre ambos grupos (26.44 +
4.72 en PEy 30.33 + 6.1 afios en PN, p = 0,09). Si bien no se encontrd diferencia en el
valor del FEV, entre PEy el PN (2.95 I/seg. vs. 2.95 L/seg., p=0,9), lalabilidad del pico
flujo espiratorio fue significativamente mayor en el grupo PE (36,18 L/minvs.y 15,40 L/
min, p = 0.008). Los valores de LTE4 fueron mas elevados en PN (15,09 ng/ml) con
respecto al grupo PE (5,01 ng/ml) (p = 0,05).

Conclusiones Las evidencias obtenidas manifiestan la existencia de mas de un fenotipo
de inflamacidn en asmaticos virgen de tratamiento con esteroides inhalados y del habito
de fumar. Una poblacion mostré predominio de eosinéfilos y la otra de neutréfilos y dife-
rencias clinico-funcionales. Los niveles més altos de LTE4 se encontraron en el grupo PN,
sugiriendo que los leucotrienos estarian involucrados en dicho proceso inflamatorio. Es-
tos hallazgos permitirian guiar estrategias terapéuticas especificas.

Palabras clave > Asma, fenotipos de inflamacion, asma neutrofilica, esputo inducido.

Abstract

Background Until 1990 decade asthma was related to the protagonist of eosinophiles.
However, different clinical presentations and therapeutics responses let to ask about the
cause of such differences like kind of triggers, inflammation mediators or cytology influx,
the combination of which determines the asthma phenotype.

Objective To demonstrate an asthma phenotype, with a predominance of neutrophils,
different of eosinophilic asthma, with specific clinical and functional features in steroid-
naive asthmatics and nonsmoker or current smoker patients. We will try to explain a
possible pathogenic mechanism.
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Methods 28 patients with stable asthma were assessed with functional respiratory test
and recovery an induced sputum samples and measuring cellular component and LTE4
in the supernatant.

Results In induced sputum, two groups were identified with a predominant cell profile.
One of them, (16 patients) with predominant eosinophiles (PE) and the other (12 patients),
with predominant neutrophils (PN). The PE group had significantly more eosinophiles
than PN (0,28 x 108/ml vs. 0,09 x 10%/ml, p =0.01). In the PN group, neutrophils were
statistically significant higher than in PE group (0,32 x 105/ml vs. 0.06 x 10%/ml, p =
0.0002). There were not differences in both of the two groups patients age (26.44 + 4.72
inPE and 30.33 + 6.1 years in PN, p = 0,09). Although there was not difference in FEV,
within PE and PN (2.95 I/seg. vs. 2.95 L/seg. p = 0,9), peak expiratory flow lability was
significantly higher than in PE group (36,18 L/min Vs 15,40 L/min, p = 0.008). The LTE4
values were higher in PN (15,09 ng/ml) than in PE group (5,01 ng/ml) (p = 0,05).
Conclusions These results show the presence of more than one inflammatory phenotype
in steroid-naive and nonsmoker patients. One population with a predominance of
eosinophiles and the other with neutrophils. Both of them have different clinical and
functional characteristics. The higher level of LTE4 in the PN group, suggest that
leukotriene is involved in such inflammatory mechanisms. This evidence will allow to
guide specific therapeutics strategies.

Key words > Asthma, inflammation phenotype, neutrophilic asthma, induced sputum

Introduccion

La demostracion de una inflamacién eosinofilica
caracteristica en la via aérea de los asmaticos lle-
v6 durante la década de los 90 a la apreciacion que
toda asma es expresada por una citologia con pre-
dominio de eosinéfilos. También, fue definida con
fines farmacolégicos como inflamacion eosinofilica,
al extremo que todo medicamento con efecto
antiinflamatorio en el asma fue valorado segtn el
descenso de los eosinéfilos®.

Frente a diferentes presentaciones clinicas y res-
puestas terapéuticas en grupos de asmaticos con
aparente igual severidad, surgen algunos inte-
rrogantes acerca de la causa de dichas diferencias
y sila misma estaria relacionada con el tipo de esti-
mulo disparador, de los mediadores quimicos y la
configuracion citolégica, que en conjunto estén de-
terminando fenotipos del asma bronquial.

Una serie de evidencias demostro que en la exa-
cerbacion del asma, asma ocupacional y asma seve-
ra, la célula predominante es el neutréfilo®® 5. Si
bien Gibson y col.’ demostraron un importante rol
del neutrdfilo en la inflamacién de la via aérea en
asma no severa, sus estudios no excluyeron pa-
cientes fumadores y/6 bajo tratamientos con
esteroides inhalados, situaciones que pueden, per
se, elevar el nimero de neutrofilos en el esputo’.

Conocer las causas de la heterogeneidad del
asma y sus posibles implicancias en el manejo de
las mismas es el verdadero desafio.

Nuestro objetivo es demostrar la existencia de
un fenotipo de asma con predominio neutrofilico,
diferente del eosinofilico, con caracteristicas cli-
nico-funcionales definidas en asmaticos sin expo-
sicion a esteroides ni humo del cigarrillo. Ademas
intentaremos establecer un posible mecanismo
fisiopatogénico.

Poblacion y métodos
Poblacion en estudio

Se seleccionaron para este estudio, pacientes mas-
culinos y femeninos no embarazadas con edades
entre 21 y 40 anos y asma estable. Los pacientes
fueron reclutados del consultorio externo del Ser-
vicio de Neumonologia del Hospital Italiano de
Coérdoba y del Servicio de Alergia del Hospital
Cérdoba. El proyecto fue aprobado por los Comité
de Etica del Hospital Italiano y de la Facultad de
Ciencias Médicas de la Universidad Nacional de
Cérdoba. A todos los pacientes se les explico pre-
viamente los objetivos, riesgos y potenciales bene-
ficios del estudio y expresaron su consentimiento
informado por escrito.
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Los criterios de inclusién fueron: a) pacientes
con asma leve, moderada y severa segin los crite-
rios de GINA 20028 b) ausencia de infecciones
respiratorias o exacerbacion del asma en las tulti-
mas 6 semanas; c¢) ausencia de toda enfermedad
sistémica o enfermedad cardiopulmonar diferen-
te al asma; d) no tratados con esteroides orales o
inhalados, ni con inhibidores de los receptores de
los leucotrienos, sélo se utiliz6 terapia con bron-
codilatadores b -adrenérgicos de accién corta cuan-
do fue necesario. Todos los pacientes debian ser
no fumadores, inclusive en el pasado.

Diseiio del trabajo

En la primera visita se obtuvieron las caracteris-
ticas de los pacientes por medio de un cuestiona-
rio basico, se les practicaron las pruebas cutaneas
para aeroalergenos y las pruebas de funcion res-
piratoria. El paciente s6lo podia recurrir a un
broncodilatador b, adrenérgico de accién corta a
demanda. Se le entreg6 la planilla de registro dia-
rio de sintomas y Pico de Flujo Espiratorio (PFE).
A los 15 dias de la primera visita se tomd la mues-
tra de esputo inducido.

Pruebas de funcién pulmonar

A los pacientes se les registré una espirometria
basal y otra luego de una exposiciéon a bronco-
dilatadores con un espirémetro Compact Vitalo-
graph, (UK). Se acepté la mejor de tres maniobras
cuyas mediciones de CVF y FEV no variaran en
mas de 5%, segun los criterios de la American
Thoracic Society®. Las mismas se realizaron en la
primera visita y se repitieron el dia de la induc-
cion del esputo antes y después de la toma de la
muestra.

Los pacientes fueron instruidos para registrar
su PFE y los sintomas de asma en una planilla
diaria durante 15 dias previos a la recoleccion de
esputo. La variabilidad de PFE se determiné por
la diferencia entre el valor mayor y el menor re-
gistrados en el dia, dividido por el valor mayor
multiplicado por 100 de acuerdo a Lim y col.'°.

Técnica de Induccidon de esputo
El método de induccion del esputo utilizado fue el

publicado previamente por Uribe y Col.!%. Se rea-
liz6 una espirometria previa y la medicién basal

del PFE seguida de una inhalacion de 200 mg de
salbutamol, de 20 minutos después, utilizando un
inhalador de dosificacion medida. A continuacién
se practicaron nebulizaciones con soluciones sali-
nas de concentraciones crecientes (3%, 4% y 5%)
por periodos de 7 minutos cada una y separadas
por intervalos de 5 minutos.

Previo al intento de expectoracion, se solicité a
los pacientes eliminar las secreciones nasales y
enjuagar boca y garganta con agua corriente. El
paciente fue alentado a toser enérgicamente y ex-
pectorar las secreciones bronquiales en un frasco
de recoleccion estéril. Antes y después de cada
nebulizaciéon se midi6 el PFE. La técnica fue sus-
pendida si el paciente manifestaba sintomas de dis-
conformidad respiratoria o si el PFE era menor al
20% del valor basal.

El esputo recolectado fue procesado de inme-
diato. En caso de que ello no fuera factible la mues-
tra se conservoé a 4° C por un periodo no mayor a 2
horas.

Procesamiento del esputo

El esputo inducido fue analizado segiin técnica
previamente publicadall. Se selecciond la fraccion
del esputo libre de saliva, la cual fue disuelta en
dithiotreitol (DT'T) en un volumen 4 veces mayor
al peso de la fraccion. La mezcla fue agitada en un
vortex durante 15 segundos y transferida a un
bano Maria, durante 10 minutos con agitacién
continua. Luego se agregé tampon fosfato salino
(PBS), en igual volumen de DTT y filtrado con
gasa de 48 mm de espesor. El filtrado fue centri-
fugado a 2400-rpm. Conservandose el sobrena-
dante en tubos de Eppendorf a -70° C.

Para el analisis citologico, el sedimento de célu-
las fue resuspendido en 0,5 ml de PBS y la viabili-
dad de las células determinada con la técnica de
exclusion de Azul de Tripano. El recuento celular
se realiz6 en una camara de Neubauer. Fue consi-
derada una calidad aceptable de la muestra cuan-
do la viabilidad celular era igual o mayor del 60%.

La suspension de células se diluy6 con PBS hasta
obtener una concentracién final de 1 x10° células/
ml. Fueron depositadas alicuotas de 50 ul del pre-
parado en portaobjetos de vidrios y centrifugado
en citocentrifuga Shandom II a 450 r.p.m. por 6
minutos obteniéndose una monocapa (citospin).
El citospin fue secado al aire y coloreado con May
Griinwald-Giemsa.
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Identificacion de las células

El preparado de citospin fue estudiado con micros-
copio de luz provisto con una lente de inmersion
de 100X. El recuento diferencial de macréfagos,
neutréfilos, linfocitos, eosinéfilos, basofilos y cé-
lulas epiteliales bronquiales, fue calculado sobre
la base de un minimo de 200 células no epiteliales
escamosas. El porcentaje de células epiteliales
escamosas fue registrado independientemente.

Dosaje de Leucotrienos: Se midieron los LTE,
empleando el método enzimatico por inmunoana-
lisis con un antisuero policlonal de cisteinil-
leucotrieno (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI)!2

Analisis estadistico

Se realizé una estadistica descriptiva para las ca-
racteristicas clinicas y demogréaficas de los pacien-
tes. Se utilizaron las medias y desviacién estandar
de cada variable. El criterio seguido para identifi-
car los grupos de fenotipo fue la separacion segiin
la célula predominante considerando el valor abso-
luto y el porcentaje de eosinéfilo y neutroéfilos, sin
un valor de corte para las células. Asi surgen dos
grupos: uno con predominio de eosinéfilos (PE) y
el otro con predominio de neutréfilos (PN) a los
cuales se los analiz6 estadisticamente aplicando un
modelo lineal generalizado empleando una distri-
bucién gamma, con funcién de enlace canénica. Se
empled la prueba de Kruskal Wallis para comparar
cada variable entre ambos grupos de pacientes.

Los datos fueron procesados con el programa
InfoStat 2003 desarrollado por el grupo InfoStat
del Departamento de Estadistica de la Facultad
de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Na-
cional de Cérdoba- Argentina

RESULTADOS
Analisis de la celularidad del esputo

Se estudi6 un total de 28 pacientes con diagnésti-
co de asma leve, moderada y severa en situacion
clinica estable. Los datos demograficos y las ca-
racteristicas clinicas de ambos grupos se resumen
en la tabla N° 1.

Del niimero total de pacientes se identificaron
dos grupos segin el predominio celular en el es-
puto inducido, un grupo de 16 pacientes con pre-

dominio de eosinéfilos (PE) y otro de 12 pacientes
con predominio de neutréfilos (PN). El grupo PE
revel6 un valor de eosinéfilos de 0,28 x 10%/ml ver-
sus 0,09 x 105ml en el grupo PN (p = 0.01) (gra-
fico N° 1). El valor de neutroéfilos fue mayor en el
grupo PN que el grupo PE 0,32 x 10%ml vs. 0.06 x
10%ml respectivamente (p = 0.0002). No hubo di-
ferencias significativas en la edad de los pacien-
tes entre ambos grupos, 26.44 + 4.72 anos en el
grupo PE y 30.33 + 6.1 anos en el grupo PN (p =
0,09). El grado moderado (50%) de gravedad del
asma predominé en el grupo PE mientras que el
grado leve (50%) fue mas frecuente en el grupo
PN. No hubo diferencia estadisticamente signifi-
cativa en el valor del FEV, entre el grupo Pe y el
PN 2.95 I/segy 2.95.L/seg (p = 0,9) respectivamen-
te (grafico N2 2). Sin embargo hubo diferencia sig-
nificativa en la labilidad del PFE 36,18 L/min en
el grupo PE y 15,40 en el grupo PN (p = 0.008)
(grafico N2 3).

Tabla N° 1: Caracteristicas de los pacientes estudiados (N = 28)

Caracteristicas pe pn

N° pacientes (%) 16 (57) 12 (43)
Mujeres/varones 8/8 9/3
Edad (afios) 26,44 £ 4.72 30.33+6.17
Gravedad del asma n° (%)
leve 4 (25) 6 (50)
moderada 8 (50) 4(17)
severa 4 (25) 2(33)
Pruebas cutaneas 16 (100) 12 (100)
aeroalergeno n° (%)
Cigarrillos (paquete/afio) 0 0
Tratamiento esteroides 0 0
Tratamiento inhibidores 0 0

receptores de leucotrienos

Tabla N° 2: Andlisis de los componentes del esputo inducido.

Citospin pe pn

N° eosindfilos x 10%/ml 028 £ 022 * 0.09 = 0.08
N° neutréfilos x 109/ml 0.06 + 0.07 0.32 + 0.22 *
Eosindfilos % 30 £228* 1042 +96
Neutréfilos % 7.77 « 7.54 36.29 + 244 *
Sobrenadante

LTE4 ng/ml 5.01 + 3.26 15.09 + 571 *
*P<0,05
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Dosaje de LTE, en el sobrenadante del esputo inducido

Los valores hallados fueron significativamente
mas elevados en el grupo PN que en el grupo PE,
15,09 ng/ml versus 5,01 ng/ml respectivamente (p
= 0,05) (grafico N2 4).

Discusion

En este trabajo se caracterizaron dos grupos de
pacientes asmaticos definidos por el predominio
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Grafico N° 1: Representacion de dos grupos de pacientes asméaticos
segun identificacion celular. Recuento celular en preparado de
citospin de muestra de esputo inducido. En el grupo PE la célula
predominante es el eosindfilo con una media significativamente
mayor en comparacion con el valor de la media de los eosindfilos
del grupo PN (*p=0.001). En el grupo PN la célula predominante
es el neutrdfilo, valor de la media significativamente mayor en com-
paracion a la del grupo PE. (** o= 0.0002).

[] Neutrsfilos |

FEV, I/seg

T 1
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Grafico N° 2: Representacion del FEV1 en ambos grupos de
asmaticos PE y PN. La diferencia del valor de las medias entre
ambos grupos no es significativa.

del tipo celular y rasgos clinicos - funcionales que
constituyen dos fenotipos diferentes.

El analisis del esputo inducido ha adquirido en
la actualidad un rol relevante en la identificacién
y monitoreo de la inflamacién de la via aérea en
asmaticos. La eosinofilia en el esputo representa
una caracteristica distintiva del asma; sin embar-
go no siempre se observa una correlacion entre
los parametros del esputo y parametros clinicos o
funcionales®®. De ello se infiere que la inflamacién
estaria determinada no sélo por la presencia de
eosinéfilos en el bronquio y que en la heterogenei-
dad del asma podrian estar ademas involucradas
otras células y mediadores quimicos en su fisio-
patogénia.
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Grafico N° 3: Labilidad del PFE/I en ambos grupos de asméticos
PE y PN. La diferencia entre los valores de las medias de ambos
grupos es significativa

(p=0.008)

20 ~

15 N

10

LTE4 ng/ml

T 1
PE PN

Grafico N° 4: Niveles de LTE4 en el grupo de asméticos PE y PN.
Medido con la técnica de ELISA en el sobrenadante de muestras
de esputo inducido. El valor de la media de LTE4 en el grupo PN es
significativamente mayor en comparacion al grupo PE (p=0.05).
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En este estudio hemos puesto de manifiesto dos
poblaciones de asmaticos, una con predominio de
eosinéfilos y la otra en la que predomina el neu-
trofilo. Es de resaltar que nos referimos al térmi-
no de inflamacién de la via aérea con predominio
de eosinéfilos o neutroéfilos y no a una inflamacion
eosinofilica o no eosinofilica como ha sido defini-
da con anterioridad por otros autores't. La termi-
nologia propuesta es avalada por los significa-
tivamente diferentes rasgos clinicos-funcionales.

En trabajos previos se vincul6 al neutroéfilo como
participante del asma severa!'™!® y crénical’, y en
la exacerbacion del asma o en el asma por exposi-
cién laboral a agentes de bajo peso molecular?®.
En este trabajo hemos identificado el predominio
de los neutroéfilos en el esputo de una poblacién de
pacientes con asma estable, cuyo FEV | no diferia
del grupo de asmaticos con predominio de eosi-
noéfilos pero que significativamente presentaban
una menor labilidad del PEF en relacién a estos
altimos. En este sentido, Virchow y col.,1992,
mostraron que el nivel de proteina catiénica del
eosinodfilo estaba estrechamente relacionada
parametros de la funcién pulmonar!®, lo que po-
dria explicar la mayor hiperreactividad bronquial,
en el grupo PE con respecto al grupo de asmaticos
PN.

Green y col.” también observaron neutréfilos en
el esputo inducido de asmaticos adultos, sin em-
bargo dentro de la poblacion estudiada un ntme-
ro considerable de asmaticos eran fumadores que
aunque no recientes, cabe el interrogante de la
influencia de la exposicion al humo de cigarrillo
en la génesis de la inflamaciéon por neutréfilos;
hallazgos corroborados en nuestro trabajo previo
donde sujetos sanos fumadores leves asintomaticos
y con espirometria normal presentaban un signi-
ficativo nimero de neutrdfilos en relacion al gru-
po controll.

Por otro lado, y a pesar de ser un dato contro-
vertido, el tratamiento con corticoides orales o
inhalados puede aumentar el nimero de neu-
trofilos en el esputo!. En este trabajo se han to-
mado criterios de seleccion muy estrictos al ex-
cluir a pacientes asmaticos fumadores recientes,
ex fumadores o fumadores pasivos, y los que a su
vez nunca recibieron tratamiento antiasmatico
especifico, de esta manera se asegur6 una pobla-
ci6on sin factores de confusion.

Recientemente Douwes J y col.?’ observaron que
la mayoria de los estudios de asma no eosinofilica

estan asociados con un aumento de neutrofilos y
del nivel de IL-8, sugiriendo que un mecanismo
no alérgico estaria involucrado en la inflamacién
neutrofilica del asma. Curiosamente este perfil
inflamatorio parece ser muy similar a aquél des-
crito en el asma ocupacional no eosinofilica y es
consistente con la activacién de mecanismos in-
munes innatos, mediando los procesos infla-
matorios en el asma no eosinofilica. Sin embargo
en nuestro trabajo, ambos grupos de pacientes
eran alérgicos, lo que permite concluir que la
neutrofilia no es privativa del asma no atdpico,
surgiendo asi otro probable mecanismo fisiopa-
togénico.

Los pacientes con PN presentaron valores
significativamente mas elevados de LTE4 en el
esputo inducido que en el grupo PE. Estos hallaz-
gos sugieren que en el probable mecanismo me-
diador de la inflamacién de la via aérea con predo-
minio de neutrdéfilos estaria involucrada la via de
leucotrienos. Es bien conocido el efecto quimio-
tactico de los neutroéfilos dependiente de LTB4™
En un estudio reciente se ha demostrado que los
inhibidores de los leucotrienos administrados por
via oral aumenta la apoptosis de los neutrofilos
en sangre periférica de pacientes con bronquitis
crénica?*, vinculandose asi nuevamente a los leuco-
trienos con el aumento de neutrofilos.

Ademas, Rodriguez Roisin y col.?! le atribuye-
ron al factor activador de plaquetas o PAF (platelet
activating factor) precursor de leucotrienos, una
participacion directa en la fisiopatologia del asma.
La exposicion de asmaticos a PAF por via inha-
latoria, provoca una respuesta inflamatoria simi-
lar al asma. En el esputo de éstos pacientes se ob-
servé un predominio de neutroéfilos a partir de la
tercera hora de la provocacion y un aumento de la
excrecion de leucotrienos en orina?.

Con estos elementos disponibles es factible ar-
gumentar nuevos mecanismos fisiopatogénicos en
el asma bronquial. Ellos permitirian guiar estra-
tegias terapéuticas para el control de la enferme-
dad, ya que, es conocido que los corticoides son
capaces de reducir la concentracion de eosinéfilos
por apoptosis, aunque no tienen efectos sobre la
poblacién de neutréfilos?.

Este trabajo presenta resultados parciales de
un proyecto que pretende demostrar respuestas
terapéuticas de ambos fenotipos de inflamacién
como también descubrir marcadores de prondsti-
co del asma bronquial. Si bien el nimero de la
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muestra es aun reducido para extraer conclusio-
nes definitivas, se destaca la importancia de los
resultados obtenidos hasta el presente dada la es-
tricta seleccion de pacientes y la dificultad que ésta
plantea para reunir un niimero mayor; especial-
mente en esta etapa del desarrollo de la ciencia en
que el asma se somete a tratamientos antiinfla-
matorios inmediatos, especialmente con esteroides
inhalados.

También se enfatiza nuevamente la utilidad del
esputo inducido para identificar y caracterizar
mejor la inflamacién al proveer resultados rele-
vantes en la caracterizacion farmacolégica de esta
patologia.

Se concluye que las evidencias obtenidas mani-
fiestan la existencia de mas de un fenotipo de in-
flamacion en una poblacion de asmaticos sin ex-
posicién a la accion de esteroides inhalados y del
habito de fumar. Una poblaciéon con predominio
de eosinéfilos y otra con predominio de neutroéfilos
y niveles mas altos de LTE4, sugieren que los
leucotrienos estarian involucrados en dicho pro-
ceso inflamatorio.
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