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INTRODUCCION

Como es conocido, el asma es una enfermedad
inflamatoria cronica de las vias respiratorias que cursa
con hiperrespuesta bronquial. Actualmente se consi-
dera un sindrome que incluye diversos fenotipos cli-
nicos. A pesar de que el componente inflamatorio y la
hiperrespuesta en asma son hechos esenciales para
su propia génesis, desarrollo, pronéstico y tratamiento,
hasta ahora su estudio se ha limitado béasicamente
a trabajos de investigacion y en el caso de la hipe-
rrespuesta para confirmar o descartar el diagndstico.
Unicamente en los dltimos afios se estén comenzando
a utilizar algunos de estos pardmetros, no solo para
el diagnostico, sino para el seguimiento, fenotipar
las formas graves de la enfermedad e incluso mas
recientemente para establecer la indicacion de nuevos
tratamientos bioldgicos.

En este capitulo de inflamometria en el asma nos
centraremos en aquellas técnicas y pruebas disponi-
bles en el momento actual y otras que posiblemente
sean de uso comun en un futuro inmediato. Estas
pruebas serdn Utiles para el diagnostico, seguimiento
y planteamiento de un tratamiento més personalizado
en el asma. Como hemos referido la inclusion en el
“meny"” de terapias para el asma de varios farmacos
bioldgicos, aconseja disponer la mayoria de estos
instrumentos en la préctica habitual, para caracteri-
zar mejor al paciente y servir de guia de indicacion
y efectividad.

FRACCION EXHALADA DE OXIDO NiTRICO
(FENO)

El oxido nitrico (NO) es un mediador bioldgico en
humanos y animales. Se produce en el pulmon y se
presenta en el aire exhalado. EI NO se sintetiza a partir
de la L-arginina mediante la accién de una enzima, la
oOxido-nitrico-sintetasa (NOS), que tiene dos formas de
presentacion: constitutiva (NOS-c) e inducible (NOS-i)
por lipopolisacéridos o citocinas. El proceso es depen-
diente de oxigeno y NADPH, y origina L-citrulina como
subproducto.

El FENO es una medida no invasiva de inflama-
cion bronquial de tipo T2. Estd relacionado, en parte,
con la inflamacion eosinofilica, existiendo estudios que
demuestran una correlacién significativa entre nive-
les de FENO y recuento de eosindfilos en diferentes
localizaciones (esputo, lavado broncoalveolar, biopsia
bronquial y sangre)™. Sin embargo aunque ambos
biomarcadores (eosinofilia y FENO), son parte de la
cascada inflamatoria T2, estan regulados por diferentes
vias inflamatorias®, teniendo un papel importante en
su fisiopatologfa las interleuquinas 1L-4 e IL-136).

El procedimiento de determinacion de FENO ha
sido estandarizado®. El método més habitual consiste
en analizar directamente la muestra en el dispositivo
en tiempo real. Para ello el paciente se debe sentar de
forma confortable, con la boquilla en posicion adecuada
y, si es posible, sin pinza nasal (porque al usarla se favo-
rece que el NO nasal se vehiculice por la parte posterior
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Figura 1. Algoritmo manejo del paciente en tratamiento en funcién de valores de FENO y clinica. (Modificado de Rupani
H, et al. Using Fractional Exhaled Nitric Oxide Measurement in Clinical Asthma Management. Chest. 2021. Article in press).

de la nasofaringe). Se debe realizar una inhalacién de
2-3 segundos a través de la boca hasta la capacidad
total (TLC) y posteriormente exhalar répidamente con
un flujo de 0,05 L/segundo aproximadamente.

El éxido nitrico se ha empleado fundamentalmente
como alternativa para el diagnostico de asma y también
en el seguimiento.

Recientemente para el diagndstico de asma se
ha establecido el punto de corte en > 40 ppb en
adultos que no estéan tomando glucocorticoides,
segun se recoge en la guia GEMA 5.1@. Este punto
de corte coincide con otras gufas como la NICE y
el Consenso Escocés, sin embargo, la GINA no ha
incluido el FENO en el algoritmo diagndstico. Valores
> 40 ppb alcanzan una elevada sensibilidad y especifi-
cidad para el diagnostico de asma en los pacientes no
fumadores que no utilizan glucocorticoides inhalados,
especialmente si se asocia a un FEV; reducido. Sin
embargo, un valor normal de FENO no excluye el
diagndstico de asma, especialmente en las personas
no atopicas®. Hay que tener en cuenta que los valores
de FENO pueden verse afectados por otros factores
como el habito tabaquico, la edad, el peso, talla, uso
de medicacion antiinflamatoria, flujo espiratorio, tipo
de dispositivo usado, técnica de medicién, infeccidn
respiratoria coexistente e incluso contaminacién nasal

por rinitis®. En los nifios el punto de corte se ha
establecido en 35 ppb.

La gufa ATS recomienda también el uso del FENO
para evaluar el control una vez iniciado el tratamiento®.
En el gréfico adjunto se muestra un algoritmo de
manejo de pacientes en funcién de la clinica y niveles
de FENO (Fig. 1)

CONDENSADO DE AIRE EXHALADO

El andlisis del condensado de aire exhalado (CAE)
es un método no invasivo de estudio de la inflamacion
que puede ser de utilidad, no solo en el diagndstico
y seguimiento de estas enfermedades, sino también
para el estudio de su fisiopatologfa. El principal com-
ponente del CAE es vapor de agua condensado y solo
una pequeia fraccion corresponde a microgotas con un
contenido variable de diferentes moléculas volatiles y no
volatiles. Los equipos utilizados emplean normalmente
valvulas bidireccionales, para evitar que el paciente
inhale aire frio y evitar que se realice una provocacion
inespecifica con aire frio. El paciente respira a volumen
corriente, con la nariz tapada con pinzas nasales durante
10-15 minutos. El aire exhalado pasa a través de una
cdmara refrigerada conectada a una via donde se recoge
el aire condensado. Posteriormente se desgasifica con
un gas noble (helio o argdn) y se procede a la medi-
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TABLA 1. Equipos de condensacion.

Nombre Casa comercial
EcoScreen2 FILT Lungen-& Thorax

Diagnostik GmbH, Alemania
RTube Respiratory Research, USA
TurboDECCS Medivac, Italia

Sistema de enfriamiento  Foto

Sistema eléctrico

Manguito preenfriado
sensible a temperatura
ambiental alta

Sistema eléctrico

—

N/ a4

LAY

TABLA 2. Marcadores mas frecuentemente detectados en el condesado de aire exhalado.

Marcador Utilidad

pH Puede estar disminuido en casos de asma grave refractaria al tratamiento, también en fases de
agudizacion. Puede ser (il para la evaluacion de pacientes con asma relacionada con el trabajo,
aunque no se ha demostrado Util en el control del asma, ni tampoco que el nivel de pH guarde
relacion con el tipo celular subyacente

H,0, Niveles elevados en sujetos asméticos no tratados, en las exacerbaciones y tienen una correlacion inversa

con el volumen espiratorio forzado en primer segundo (FEV;), pico flujo espiratorio méximo y la PCo. Pero
la aplicabilidad clinica es baja, ya que no existen unos valores de concentracion de H,O, estandarizados

8-isoprostano
en funcion de la gravedad del asma

Aldehidos

estan tratados con corticoides inhalados
NOx: NOz, NOz

tabaquico
Leucotrienos

Prostaglandinas

cion de los distintos biomarcadores (normalmente por
inmunoabsorcién ligado a enzimas, ELISA). En la tabla
1 se muestran algunos de los sistemas més empleados.

Entre los biomarcadores més frecuentemente
detectados se encuentran: el pH, H,0,, 8-isoprostano,
aldehidos, NOx, leucotrienos, prostaglandinas, citosinas,
glutation, adenosina, endotelina (Tabla 2).

Al'igual que el FENO, existen factores a tener
cuenta que pueden condicionar el resultado obtenido;
composicion del aire ambiente, patron ventilatorio del
paciente, edad, sexo, raza, farmacos, contaminacion
en saliva o el consumo de comidas, bebidas o tabaco
antes de realizar la prueba®.

Marcador de estrés oxidativo. Esta elevado en pacientes con asma respecto a sujetos sanos y aumenta
Los niveles estén elevados en pacientes asmaticos en relacion a sujetos sanos y disminuye cuando
Aumentan en pacientes con asma y disminuyen con el uso de corticoides inhalados y con el habito

Pacientes asméticos fumadores tienen niveles mas altos que individuos fumadores sin asma

Pacientes asméticos fumadores tienen niveles més altos que asmaticos no fumadores

Las aplicaciones potenciales del andlisis de los bio-
marcadores presentes en el CAE podria ser: el estudio
de fenotipos inflamatorios, estimacion de la gravedad
de la inflamacién de la via aérea, monitorizacion del
tratamiento, deteccién temprana de agudizaciones de
la enfermedad o la valoracion del asma ocupacional.
El CAE ha sido utilizado fundamentalmente en estu-
dios de investigacién. La comparacién de los estudios
publicados es dificil, debido a los problemas de estan-
darizacién de la técnica, pero en 2017 la ERS/ATS®
publicd un monogréfico sobre las recomendaciones
para la recogida y procesamiento de las muestras, lo
que podria ayudar a una generalizacion de su uso,
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no solo para entender mejor la patologia del asma
sino también para ayudar al clinico en el manejo de
esta patologia.

ESTUDIO DE MEDIADORES EN PLASMA
Entre los biomarcadores en plasma se encuentran:
el nimero de eosindfilos, niveles de inmunoglobulina
E, niveles de proteina catidnica del eosindfilo (ECP),
reactantes de fase aguda y otras citocinas inflamatorias.

Eosinofilos en sangre

Los eosindfilos en el asma son biomarcadores
(tiles como predictor de exacerbaciones(%1M y para
medir la gravedad del asma(219). En el estudio de
Ulrik y cols.(% se demostrd una correlacion entre el
numero de eosindfilos en sangre y la gravedad de la
hiperreactividad bronquial. El andlisis de eosindfilos en
sangre es de utilidad para fenotipar a los pacientes con
asma y un pardmetro necesario para la indicacién de
algunos tratamientos bioldgicos. Resulta también de
utilidad como predictor de respuesta clinica al trata-
miento con los mismos (anti-IL-5, IL-5R)(1) y también
al anticuerpo monoclonal omalizumab().

Proteina cationica del eosinéfilo (ECP)

Ha sido investigada como posible biomarcador de
las vias respiratorias. Refleja la inflamacion de las vias
respiratorias y se relaciona con la gravedad del asma.
Ademas, existen diferencias significativas en funcidn
del grado de gravedad clinica y sensibilidad alérgica(?.

Como inconvenientes: No es especifica del asma,
estd presente también en otras enfermedades, como
la dermatitis atopica, rinitis, fibrosis quistica, neumonia
eosinofilica cronica y EPOC. Ademés, se trata de un
marcador limitado a las formas alérgicas del asma.

Inmunoglobulina E

Es producida por los linfocitos B bajo la direccion
de 2 citoquinas: la interleuquina-4 (IL-4) v la inter-
leuquina-13 (IL-13) que estdn producidas, a su vez,
por varios tipos de células, incluyendo las células Th2
(prevalente en la atopia). La mayoria de los pacientes
asméticos tienen niveles de IgE circulantes elevados. La
sensibilizacion alérgica resulta de la formacién de IgE
especifica en respuesta a alérgenos inhalados como
aquellos derivados de los 4caros, epitelio de perro
0 gato, pdlenes, etc. No existe una clara correlacién
entre nivel de IgE con la gravedad de asma(® pero si

parece que hay una relacion dosis-respuesta entre los
niveles de IgE y el riesgo de exacerbaciones futuras(9).
Es necesaria su medicion para establecer la indicacion
y dosis del tratamiento con el anticuerpo monoclonal
omalizumab en pacientes con asma persistente grave
mal controlada a pesar de tratamiento.

Proteina C reactiva

Fue uno de los primeros reactantes de fase aguda
y es buen marcador sistémico de inflamacion, infeccion
y dafio tisular. Se han visto niveles aumentados en
pacientes asméticos mal controlados, con peor funcidn
pulmonar, menor FEV;y mayor hiperreactividad bron-
quial@. Sin embargo, la PCR es inespecffica, ya que
puede estar elevada en otras patologfas inflamatorias.

Citocinas

La activacion de las células Ty la alteracién de los
niveles de citocinas estan involucrados en la patogé-
nesis del asma bronquial. Se han encontrado niveles
elevados de citoquinas como la IL-4, IL-5, IL-6, IL-9
y la IL-13, siendo consideradas actualmente dianas
terapéuticas para las cuales se han desarrollado anti-
cuerpos monoclonales@D.

Periostina

La periostina (POSTN) es una proteina glicosilada
extracelular secretada por las células epiteliales de la
via aérea tras estimulacion por IL-13. Estd estrecha-
mente relacionada con la inflamacion eosinofflica de
la via aérea tipo 2 y con el remodelado en el asma.
Presenta como ventajas que es un biomarcador sen-
cillo de obtener (se mide en sangre) y bastante esta-
ble en el tiempo a diferencia del FENO y los niveles
séricos de eosindfilos. Como limitacion tiene que los
niveles de normalidad varfan en funcion del kit ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay) utilizado, lo
que dificulta la comparacién directa de resultados en
los diferentes estudios.

Los niveles de periostina estdan més elevados
en pacientes asmaticos (hasta 4 veces més) que en
sujetos sanos adultos®2), y en nifios asméticos esta
diferencia es atin mayor@.

La periostina es un biomarcador de inflamacion
tipo-2 en el asma grave, siendo el mejor predictor de
eosinofilia en pacientes con asma grave mal controlada
a pesar de corticoides inhalados (Cl) a dosis alta@¥.
Més recientemente el grupo de trabajo U-BIOPRED
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hizo un estudio para determinar los fenotipos mole-
culares del asma mediante el andlisis de la transcrip-
tomica de células de esputo de 104 sujetos con asma
moderada a grave. Después de filtrar los 508 genes
expresados diferencialmente entre los genes asociados
a eosindfilos y no eosindfilos e inflamacién del esputo,
se identificaron tres cluster. El cluster TAC1 mostro el
mayor nimero de genes para interleuquina-13, célula
T colaboradora tipo 2 (Th2) y célula linfoide innata tipo
2,y se diferencié de los otros dos grupos por tener
ademés niveles més altos de eosindfilos en sangre y
periostina séricas).

Por Ultimo, la periostina parece un buen biomar-
cador de respuesta al tratamiento con omalizumab®@),
lebrikizumab@” y dupilumab@.

ESTUDIO DE LA HIPERRESPUESTA
BRONQUIAL. METACOLINA Y MANITOL

Las pruebas de provocacion bronquial inespe-
cificas (PPB) pretenden objetivar la hiperrespuesta
bronquial (HRB), entendida con el estrechamiento
excesivo de la luz aérea ante estimulos quimicos que
habitualmente solo provocan una reduccion escasa o
nula en el calibre de la via aérea. Este comportamiento
andmalo pone en evidencia una de las singularidades
significativas del asma, aunque se debe considerar
que esta HRB puede detectarse de forma transitoria
0 permanente acompafiando a otras situaciones o, a
veces, en individuos aparentemente sanos@.

En la practica clinica habitual, la indicacion funda-
mental de las PPB es la de establecer o excluir el diag-
nostico de asma, sobre todo en los casos en los que ni
la clinica ni el test de broncodilatacion lo permiten(9:0),

Ademés de esta utilidad, puede permitir monitorizar
la respuesta terapéutica y el grado de control conse-
guido®. El estudio se realiza en el laboratorio de explo-
racion funcional utilizando sustancias que causan bron-
coconstriccion al actuar directamente sobre las células
implicadas en la génesis de la limitacion al flujo aéreo,
musculo liso de la via aérea (MLVA), endotelio vascular,
células productoras de moco, etc. Las sustancias mane-
jadas a modo de estimulos inespecificos directos son la
metacolina e histamina y, aunque los resultados entre
ambas son comparables siempre que las condiciones
de medida lo sean, la més utilizada es la metacolina y
es a la que nos referiremos en este capitulo.

La HRB se puede poner de manifiesto por igual
con agentes que ocasionan la reduccion del calibre

TABLA 3. Comparacion entre estimulos directos e

indirectos en la prueba de provocacion bronquial.

Funcion musculo liso ++++ ++
Calibre de la via aérea ++++ +
Inflamacion ++ ++++
Dosis necesaria Baja Alta
Limitacion de dosis No Si

Sensibilidad/especificidad ~ Alta/mediana  Baja/alta

Diagnostico Descartan  No descartan

de la via aérea de manera indirecta, estimulando ini-
cialmente células inflamatorias o neuronales que, una
vez activadas, generan los mediadores adecuados para
provocar la disminucion de la luz bronquial. Dentro de
estos agentes estan los aerosoles iso o hipotdnicos,
el acetaldehido, el metabisulfito sddico, bradicinina y
taquicinina o el propanolol. Estas sustancias referidas
son poco manejadas habitualmente. Por el contrario,
si disponemos de otras dos opciones: la adenosina
y el manitol. En este capitulo nos referiremos a este
segundo agente por su mayor simplicidad y facilidad
de uso.

En definitiva, los agentes directos (metacolina e
histamina) ponen de manifiesto mejor el funciona-
lismo del MLVA y los indirectos (adenosina y manitol)
reflejan con mayor precision la magnitud de la carga
inflamatoria (Tabla 3).

El grado de correlacién de ambas pruebas no es
perfecto y su informacion sobre las alteraciones en
la via aérea del paciente asmatico son complemen-
tarias®2).

Ambas pruebas de provocacion se caracterizan
por la inhalacién de concentraciones crecientes y pro-
gresivas de un agente farmacoldgico hasta que llega
a producirse una caida de la funcién pulmonar por
encima de un limite establecido. El pardmetro de uso
comun es el volumen espiratorio forzado en el primer
segundo (FEV)).

Provocacion bronquial con metacolina

La metacolina es un derivado sintético de la ace-
tilcolina, sin accién nicotinica, que actta sobre los
receptores colinérgicos del arbol bronquial. Se presenta
como sal cristalina en polvo y se ha aceptado su uso
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TABLA 4. Protocolo rapido para la realizacion de la prueba de provocacion bronquial con metacolina.

FEV;/FVC > 80% y FEV; > 70% y caida del FEV; basal tras la inhalacion de la solucion salina < 10% y sintomas

bien controlados con:

« Corticoides inhalados u orales
« Broncodilatadores diarios

» Broncodilatadores ocasionales
+ Ninguna medicacion

0,125
025
1
2

FEV;/FVC < 80% o FEV; < 70% y caida del FEV, basal tras la inhalacion de la solucion salina < 10% y sintomas

bien controlados con:

+ Corticoides inhalados u orales
+ Cualquier otra medicacion o ninguna medicacion

Caida del FEV, basal > 10% tras la inhalacién de la solucion salina o sintomas no controlados

0,03
0,125

0,03*

Modificada de Juniper EF, et al. Histamine and methacholine inhalation tests: tidal breathing method; laboratory procedure and
standardisation. 2 ed. AB Draco; 1994. La omisidn de concentraciones posteriores solo se puede realizar si, tras la concentracién previa,

la caida del FEV, es menor del 5% y no han aparecido sintomas.
*No omitir ninguna concentracion.

en humanos (Provocholine®, viales de 100 mg). Las
diluciones se han de elaborar a medida que se vayan
a utilizar, diluciones de metacolina en suero salino
isoténico superiores a 0,125 mg/ml, a 4°C mantienen
la estabilidad durante tres meses. Para la realizacion
de la prueba cabe utilizar dos métodos de inhalacion:
los sistemas de generacién continua de aerosol y la
técnica dosimétrica?),

Los sistemas de generacién continua emplean un
nebulizador tipo impactador de chorro (jet), dotado de
valvula unidireccional y acoplado a una fuente de aire
comprimido cuyo flujo se ajusta buscando conseguir
un output constante de 0,13-0,16 ml/min. La prueba
comienza con la inhalacion del diluyente y contintia
con la administracion de concentraciones crecientes
de metacolina (desde 0,03 hasta 16 mg/ml), tras cada
inhalacion y transcurridos de 30-90 segundos se realiza
una espirometria. Si el FEV; cae un 20% o més, la PPB
finaliza. De lo contrario, se pasa a la concentracién
siguiente hasta alcanzar ese descenso o completar
el resto de las preparaciones. Dado que el procedi-
miento integro consume bastante tiempo, se han
propuesto modificaciones que permiten comenzar la
PPB con dosis de agente broncoconstrictor superiores
a las recomendadas en el protocolo original, de modo
que la primera concentracion a administrar se decide
considerando la presencia de sintomas respiratorios,
la medicacién habitual, el FEV, basal y su caida tras la
administracion del diluyente (Tabla 4).

En cuanto a la técnica dosimétrica, el aerosol se
genera de manera intermitente mediante una vélvula
solenoide activada eléctricamente y que controla el
flujo de aire que pasa a través del nebulizador. Con
esta técnica el paciente realiza una inspiracion lenta,
desde volumen residual hasta capacidad inspiratoria
forzada y la maniobra abre la vélvula durante un tiempo
estipulado, liberando una dosis exacta y conocida de
solucion, se manejan cinco dosis crecientes de meta-
colina (de 0,0625 a 16 mg/ml) a dos minutos de
inhalacion por dosisG4.

El resultado se representa mediante una curva de
dosis-respuesta, en la que el eje de abscisas refleja
la dosis o concentracion de agonista inhalado y el
de ordenadas muestra la modificacién observada de
la funcién pulmonar. El pardmetro més clsico que
se debe estimar es la PDy, definida como la dosis
de metacolina que reduce el FEV; en un 20% (PDxo
FEV) respecto al valor obtenido tras la administracion
del disolvente. Los valores de PD,o son Unicamente
calculables cuando se utiliza dosimetro; en los sistemas
de generacion continua, al desconocer con exactitud la
dosis recibida, se emplea la concentracion de agonista
previa (Cy) y la que induce la caida del FEV > 20%
(Cy) y el PCy serd el indice resultante. Se aceptan que
valores de PDyo FEV; 0 PCyo FEV; < 1 mg/ml expresan
una HRB moderada-intensa; entre 1-4 mg/ml, HRB
ligera; de 4 a 16 mg/ml, HRB dudosa y cifras superio-
res a 16 mg/ml son indicativas de una PPB negativa.
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Prueba de provocacion con manitol

El manitol es un azticar perteneciente al grupo de
los polialcoholes, de propiedades osméticas, con uso
terapéutico para aliviar la hipertension intracraneal y
como sustituto del plasma sanguineo o por su accidn
diurética. Cuando se utiliza por via inhalada, produce
un aumento de la osmolaridad del tracto respirato-
rio y la liberacién de mediadores broncoconstrictores.
El manitol se comercializa en forma de capsulas con
dosis prefijadas de polvo seco (Osmohale™)®5). Los
datos de uso durante el embarazo son limitados. Los
estudios en animales no sugieren efectos perjudiciales
directos ni indirectos en términos de toxicidad para la
reproduccion. No obstante, se aconseja no administrar
a mujeres embarazadas. En cuanto a la lactancia, no se
prevén efectos en nifios o recién nacidos lactantes. El kit
Osmohale™ esta compuesto por 19 capsulas (una sin
producto activo, una de 5 mg, una de 10 mg, una de
20 mgy 15 de 40 mg) acompariadas de un dispositivo
inhalador de polvo seco. Para el registro de la respuesta,
se emplea el FEV,2935%), La prueba comienza con la
inhalacién de la cdpsula de 0 mg, desde el dispositivo
de polvo seco suministrado por el kit, tras retener la
respiracion durante 5 segundos, se exhala por la boca
y, pasados 60 segundos, se realiza la espirometria. Todo
este mismo proceso se repite con las dosis siguientes
de 5, 10, 20 y 40 mg: las dosis de 80y 160 mg se
administran mediante mdltiplos de capsulas de 40 mg.
La prueba finaliza cuando el paciente muestre una res-
puesta positiva 0 haya recibido una cantidad acumulada
total de manitol de 635 mg. Se considera respuesta
positiva cuando: a) se objetiva una caida del FEV, >15
% respecto al valor basal (se usa el valor del FEV; tras
la administracion de O mg como comparador; PD15);
0 b) aparece una disminucion del FEV; > 10% entre
dos dosis consecutivas(@92536),

La prueba con manitol traduce en buena medida
la intensidad de la inflamacion de la via aérea asmatica
y es modificada por la accion de los corticoides inhala-
dos. La especificidad del manitol en el diagndstico de
asma es superior al 95%, y su sensibilidad se acerca
al 60%@2). La sensibilidad aumenta hasta casi un 90%
cuando se excluyen pacientes en tratamiento.

Paralelamente, la técnica facilita la coleccién de
secreciones bronquiales (que aumentan tras su reali-
zacion), lo cual proporciona, si se quiere, una fuente
adicional de andlisis de la inflamacién bronquial en un
momento determinado.

Por Ultimo, y no menos importante, el test de
manitol inhalado constituye una alternativa a consi-
derar para el diagndstico del asma de esfuerzo, con
una eficacia similar a la obtenida con la hiperventila-
cion eucdpnica®. Exige menos equipamiento que la
prueba de provocacién por ejercicio y puede aportar
resultados razonablemente superponibles. En este sen-
tido, el Comité Olimpico Internacional ha aprobado su
uso para el estudio de la HB en atletas de élite y para
justificar el empleo de agonistas B,-adrenérgicos antes
de una competicion deportiva®?.

Como inconveniente, la PPB con manitol puede
presentar una peor tolerancia en su realizacion que
la metacoling, independientemente del resultado de
la pruebaC®.

PRUEBAS DE PROVOCACION BRONQUIAL
POR EL EJERCICIO (PPBE)

En algunos pacientes asméticos, el ejercicio fisico
puede provocar broncoespasmo®® (BIE). Ademés, en
determinados pacientes el deporte o esfuerzo fisico
puede ser el tnico desencadenante del asma, deno-
minada en estos casos como asma inducida por el
ejercicio (AIE)“0.

Las principales indicaciones de la PPBE son: a)
confirmar el diagndstico de AIE, especialmente en
sujetos con espirometria normal y prueba de bron-
codilatacién negativa con alta sospecha clinica, por su
mayor sensibilidad que la hiperventilacién isocépnica
con aire frio; b) estratificar la gravedad del asma; c)
prevencion en profesiones y deportistas en los que
un BIE puede poner en riesgo la vida propia o ajena;
d) control de la terapia antiinflamatoria, y €) estudios
epidemioldgicos©9).

Las modalidades de ejercicio més utilizadas son el
tapiz rodante y el cicloergdmetro. La BIE comienza, en
general, a los 2-4 minutos de realizar el esfuerzo, es
méxima a los 5-10 minutos posesfuerzo y desaparece
espontdneamente en unos 20-40 minutos. En algunos
casos, se mantiene durante mas de una hora“n. En
aproximadamente un 50% de sujetos con BIE, un
fendmeno poco explicado llamado periodo refractario
provoca que haya escasa o nula respuesta broncocons-
trictora si se repite el ejercicio 2 horas después, lo que
confiere un intervalo de proteccién de esa duracion®n.
La respuesta que permite diagnosticar BIE se calcula
como el porcentaje de caida del FEV, respecto al valor
previo a la prueba de esfuerzo. Una caida del FEV,
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> 10% respecto al valor basal en cualquiera de las
espirometrias realizadas se considera una respuesta
positiva para BIE. Es recomendable que esta caida se
produzca en dos mediciones consecutivas. En nifios,
resulta més especffico exigir una caida del FEV; > 15%
para realizar el diagnostico®4).

ESTUDIO DE INFLAMACION A TRAVES

DE FIBROBRONCOSCOPIA
La introduccion de la fibrobroncoscopia en el ana-

lisis de las muestras de lavado alveolar y sobre las

biopsias bronquiales ha permitido analizar las bases
histoldgicas de la enfermedad, aunque no es empleada

habitualmente en la practica clinica para el estudio y

control de la inflamacion en el asma.

+ Lavado broncoalveolar: consiste en la administra-
cion de 100-400 ml de suero salino isoténico y
estéril en alicuota de 20 a 60 ml, dejando el bron-
coscopio encajado en un segmento pulmonar. La
cantidad de fluido recuperado varfa desde un 50%
en pacientes con asma moderada a grave hasta
el 80-90% en el asma leve. Permite observar el
aumento de celularidad a expensas de eosindfilos
activados, correlacionandolo con el nivel de HRB.
En los casos de asma grave, puede hallarse un
predominio de neutréfilos y un incremento de
mediadores de la cascada inflamatoria. También se
ha utilizado el LBA para evaluar el efecto del trata-
miento farmacologico y para estudiar la pequeria
via aérea. El espectro celular obtenido mediante
LBA se correlaciona con los hallados en el esputo
inducido.

«  Prueba de provocacion segmentaria mediante
broncoscopia: consiste en la exposicion a alérge-
nos para estudiar los mecanismos de desarrollo
de inflamacién de la via respiratoria mediante una
instilacion directa sobre una localizacion deter-
minada de la via respiratoria, de modo similar
al LBA, permite ademés utilizar una mayor dosis
de alérgeno para inducir una mayor inflamacién
local con menos efectos secundarios. El problema
de esta técnica es la variabilidad inter e intraseg-
mentaria en la respuesta inflamatoria. Diferentes
estudios demuestran un aumento de leucotrieno
C, tras su realizacion, hoy en dia su uso esta
limitado a la investigacion. Su principal riesgo es
el broncoespasmo, ademas de los que conlleva
el LBA.

«  Biopsia bronquial: consiste en la obtencién de un
méximo de seis biopsias con una profundidad
subepitelial de al menos 0,3 a 0,5 mm y tomadas
de las bifurcaciones de bronquios segmentarios
0 subsegmentarios. Permite cuantificar las células
inflamatorias mediante técnica de inmunohisto-
quimica y para el estudio de las citoquinas. Las
muestras deben ser rdpidamente procesadas y
congeladas para permitir la hibridacion in situ y
el andlisis mediante proteina C de la expresion
del ARN mensajero de citocinas o moléculas de
adhesion®),

+ Cepillado bronquial: consiste en la extraccién de
células epiteliales de la mucosa bronquial con la
finalidad de realizar estudios de células in vitro.
Para su realizacion se debe evitar el uso de anes-
tésicos topicos. La seguridad en pacientes asmé-
ticos es buena, aunque el principal riesgo es el
sangrado®3).

Recientemente se ha publicado un estudio reali-
zado con EBUS para evaluar el remodelado de la via
aérea en pacientes con asma, EPOC y ACO (asthma,
copd overlap). Se evalud no solo el engrosamiento
de la pared bronquial total si no de cada una de sus
capas, encontrandose estas significativamente mas
engrosadas en los pacientes con asma, seguido de
pacientes ACO y EPOC(4. En un futuro, paralelo al
desarrollo de las nuevas tecnologias en broncoscopia,
se abrirdn nuevas vias de estudio de la inflamacion en
la patologia asmatica.

ESTUDIO DE MUESTRAS DE ESPUTO
INDUCIDO

Definicion

La induccion de esputo consiste en la inhalacion
por parte del paciente de suero salino hipertanico para
conseguir una muestra de secrecion de procedencia
bronquial que no es posible obtener de forma esponta-
nea®s4s). El esputo se compone fundamentalmente de
mucosa en el que se encuentran inmersas células del
sistema inmunitario, productos intracelulares y extrace-
lulares®”. Su andlisis permite el recuento diferencial de
células inflamatorias, identificacion de agentes infec-
ciosos y cuantificacion de mediadores inflamatorios.
Por ello se considera una herramienta valiosa en gran
parte de los pacientes con enfermedades respiratorias.
El procesamiento del esputo inducido fue descrito por
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primera vez en 1958 por Bickerman y cols. para el
diagnostico del cancer de pulmon(®). Desde entonces
su aplicacién en el estudio de patologias de vias respi-
ratorias se ha extendido. Existe una amplia variedad en
cuanto a la metodologfa utilizada para la induccion y el
procesamiento que dificulta la comparacion de resulta-
dos entre los diferentes hospitales. En este sentido, la
Sociedad Europea de Respiratorio (ERS) cred un grupo
de trabajo que publicd en 2002 recomendaciones
para la estandarizacion de la induccion y el procesa-
miento del esputo®e50). El presente capitulo se basa en
las recomendaciones de la ERS y los procedimientos
descritos en la literatura reciente sobre el andlisis de
esputo inducido en pacientes asméaticos“54651-54),

Induccion del esputo

Se trata de una técnica reproducible, no invasiva y
generalmente bien tolerada por el paciente. El paciente
debe inhalar con un nebulizador ultrasénico soluciones
salinas isotdnicas o hipertonicas a diferentes concentra-
ciones. Las concentraciones de suero salino inhalado
més empleadas son 3-5% durante 15-20 minutos en
total. Dado que la solucién salina hiperténica puede
ser un potente broncoconstrictor al paciente se le debe
realizar una espirometria con inhalacion de un agonista
B2-adrenérgico antes de empezar la prueba. También
se deben realizar espirometrias de control entre cada
inhalacion de suero salino y una espirometria al final
de la prueba. Tras la ultima inhalacién se debe intentar
que mediante maniobras de tos progresiva y profunda
el paciente expectore.

Aspectos a tener en cuenta para el éxito

de la prueba

Estudios previos han observado una mayor tasa
de éxito en la induccidn cuando se utilizan nebu-
lizadores ultrasonicos con un flujo de alrededor
de 1 ml/min®559 y con un tamario de particula
nebulizada entre 2 iy 5 p@s5e),

+  Para minimizar la contaminacién de la muestra
con goteo posnasal el paciente debe sonarse la
nariz tras las inhalaciones de suero salino.

*  Realizar la prueba a primera hora de la mafana y
con el paciente en ayunas facilita la obtencion de
muestra.

* Una buena interaccién entre el paciente y el per-
sonal encargado de realizar la induccion es fun-
damental para el éxito de la misma.

Procesamiento

Lo mds correcto es empezar a procesar la muestra
en cuanto sea obtenida o en las 2 horas siguientes a su
obtencion si se almacena en refrigeracion. En la figura
2 se resume uno de los protocolos de procesamiento
de esputo comtinmente empleados. Un aspecto clave
dentro de este procesamiento es la correcta disgrega-
cion del esputo durante el tratamiento con el agente
mucolitico3).

Criterios de identificacion celular

+  Eosindfilos: células de 9 a 14 pm de didmetro. Se
caracterizan por un nucleo violaceo redondeado
que frecuentemente presenta una estrangulacion
muy acentuada en la zona central dando lugar a
dos lobulos muy separados entre si (ntcleo con
aspecto de ojos de mosca). Citoplasma con gré-
nulos anaranjados refringentes (Fig. 3A).

+  Neutrofilos: de similar tamafio al eosindfilo. Su
ntcleo puede presentar entre 2 y 5 lébulos. Su
citoplasma es grisdceo y con presencia no abun-
dante de granulos (Fig. 3B).

+ Linfocitos: células de 5-8 um. Nucleo redondo
que ocupa la mayor parte de la superficie celular.

¢« Macrofagos: células de 15-30 ym de didmetro.
Ntcleo redondo y citoplasma azul y vacuolado.
Morfoldgicamente similar al aspecto de un huevo
frito (Fig. 30).

+  Células epiteliales bronquiales: son células alar-
gadas. Hay dos tipos: ciliadas y caliciformes. Las
ciliadas tienen un citoplasma azulado, nticleo en la
zona basal y cilios en la zona apical (Fig. 3D). Las
caliciformes son menos abundantes en el esputo
presentan forma de céliz con citoplasma laxo y
griséceo.

+  Células epiteliales orofaringeas: células grandes
con nucleo pequefio redondeado y en el centro
de la célula. Citoplasma grande no vacuolado y
azulado. Suelen aparecer varias juntas formando
una estructura similar a los paneles de abeja

(Fig. 3F).

Fenotipos inflamatorios

El recuento diferencial del esputo inducido ha
permitido identificar 4 fenotipos inflamatorios; eosi-
nofilico, neutrofilico, mixto y paucigranulocitico. Los
valores de referencia considerados para definir cada
fenotipo varian entre los diferentes estudios realizados
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—

. Descripcion macroscopica
+ Colory aspecto: mucoso/purulento

6. Centrifugacion: 1.500 rppm 5 min

Obtenemos:
+ Sobrenadante: fase liquida de

Agente mucolitico (ditiotreitol)
Agitacién (20-25 min) con ayuda de

interés para estudio de marcadores

2. Seleccion tapones mucosos . .
inflamatorios solubles
— Botdn o pellet celular: se
3. Homogeneizacién resuspende en tampon fosfato

salino y se extiende en portaobjetos.

Se deja secar

vortex y banco mecedor

+ Diluir con tampdn fosfato salino 7. Tincién modificada de Wright y

Giemsa

Permite diferenciar los tipos celulares
marcando las estructuras celulares de
diferente color en funcién de su pH

4. Recuento celular y determinacion
validez de la muestra

+ Contaje en camara de Neubauer de
células totales, células escamosas,
medicion viabilidad celular
mediante tincion de azul de tripano.
Obtencion de células/g de esputo

* Muestra vélida si viabilidad > 50% y
porcentaje células escamosas < 5%

8. Recuento diferencial

+ Contaje al microscopio de al menos
400 células a 40 0100 aumentos

5. Filtracion

+ Separacion fisica mucosa/células.
Se utilizan filtros de nylon tamario
poro 48 pm (permite pasar de
células pero no de moco)

Figura 2. Protocolo procesa-
miento del esputo inducido®3).
El volumen (ul) de ditiotreitol y
tampon fosfato que se afiade es
4 veces peso (mg) del esputo.

Figura 3. Identificacion de los
diferentes tipos celulares en el
recuento diferencial del esputo.
Muestras de esputo inducido de
pacientes asmaticos procesadas.
En cada imagen la flecha indica:
A) Eosindfilos. B) Neutrofilos. C)
Macréfagos. D) Células epiteliales
bronquiales ciliadas. E) Células
epiteliales escamosas. Imagenes
del microscopio 6ptico con obje-
tivo 40X.
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TABLA 5. Fenotipos inflamatorios del esputo inducido en el asma.

Valor normal de neutrdfilos < 61%

Valor elevado de neutrdfilos > 61%

Fenotipo paucigranulocitico

+ Asma buen control

+ Asma no inflamatoria

+ Asma intermitente

+ Infeccion

+ Tabaquismo
+ Obesidad
+ Polucion

+ Exposicion laboral

Fenotipo neutrofilico

Fenotipo eosinofilico

+ Asma alérgica

+ Incumplimiento/inadecuado tratamiento
+ Atopia

Fenotipo mixto
+ Asma aguda
+ Asma refractaria

Modificado de Ramos Barbdn D PMVe. Esputo inducido. En: Plaza Moral V, ed. Inflamometria en Asma EPOC y rinitis. Barcelona: Viguera
Editores; 2012. p. 143-64 y de Haldar P, et al. Noneosinophilic asthma: a distinct clinical and pathologic phenotype. J Allergy Clin
Immunol. 2007, 119(5): 1043-52; quiz 53-4.

sobre todo a la hora de definir el punto de corte de
la eosinofilia759). En la tabla 5 se resumen los patro-
nes inflamatorios del esputo inducido en el asma con
valores de referencia cominmente empleados®269.
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