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INTRODUCCION

La Enfermedad Pulmonar QObstructiva Cronica (EPQC) se define como una
obstruccidn permanente del flujo aéreo ocasionada por la Bronqguitis Cronica o
Enfisema. La obstruccién generalmente es progresiva y parcialmente reversible. y
puede estar acompafiada de hiperreactividad bronquial (1).

La causa mas frecuente de EPOC en el mundo es el tabaquismo {1,2,3). Se ha
considerado que el consumo acumulative de 10 paquetes / afio es un factor de
riesgo para desarrollar EPOC. El humo del cigarrilo produce activacién de
macréfagos y éstos a su vez, por medio de quimiotaxis reclutan neutréfilos causando
inflamacién en bronquiclos terminales y en el tejido putmonar en diferentes grados.
La inflamacion en la via aérea es muy compleja, pero se sabe que la celularidad en
el iavado bronquicloalveolar (LBA) se encuentra elevada 4 o 6 veces con respecto a

los valores encontrados en sujetos narmales (4,5).

Los macrdfagos y los neutrdfilos son las células que principalmente estan
involucradas en e! proceso inflamatario iniciat (3,6) y posteriormente en los cambios
anatomicos en el arbol bronquial y el deterioro del tejide putmonar {7,8).

Otra causa de EPOC, es la exposicién prolongada al humo de lefa. Pandey. en
Nepal (2) describié a un grupo de mujeres con bronquitis crénica en quienes el unico
factor de riesgo potencial fue el humo de lefa. Sin embargo, sus estudios no
pudieron demostrar una relacion causa-efecto. Pérez-Padilla y Cols en México (10) y
Dennis y Cols en Colombia {11) describiercn casi al mismo tiempo una asociacion
entre la exposicion cronica al humo de lefa, bronquitis crénica y EPQOC, Pérez-
Padilla y Cols, pudieron incluso estimar que 200 horasfafio es el liempo de
exposicion que desempefa un papel clave como factor de riesgo para desarrollar
EPOC (10). Ademas, como ocurre con €l cigarro, algunos estudios han sugerido

que el humo de lena puede causar Cancer pulmonar (12,13).




En estudios previos no se ha encontrado diferencias histologicas en la via aérea y el
tejido pulmonar entre pacientes con EPOC por tabaco y el humo de lefa (14) lo
cual, hace suponer que el proceso inflamatorio y las lesiones al arbol bronquial y
tejido pulmonar, pueden ser mediadas también por la misma pobiacién celular de
macrofagos, neutrdfilos y sus metabolites, asi como también similares mecanismos
patogénicos (liberacion de mediadores proinflamalorios, oxidativos y elastoliticos
(15,16,17,18,19,20,21,22,23,24).

En Meéxico, el 48% de la poblacién en general utiliza lefa como material
bioenergético para cocinar y son las mujeres la poblacién mas afectada, por cuanto
son las que se mantienen en las labores del hogar. (25) Se ha demostrado que esta
poblacion de riesgo desarrclla cambios citologicos en la expectoracion debido a la

toxicidad del humo de lefia en la via aérea (26).

En otro estudio llevado a cabo en el Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias (INER), se demostré que no hay diferencias en relaciéon a los cambios
histopatolégicos que se observan entre los pacientes con EPQC por tabaguismo y el
de HL (14). También se han estudiado desde el punto de vista epidemiclagico,
clinico. y radioldgico las caracteristicas de las pacientes con EPOC por HL (27).
Ademas, el perfil hemodinamico de estos pacientes ha demostrado que tanto la
hipertensidn pulmonar secundaria y el Cor pulmonale es un hallazge comun en ellos
(28).

El favado bronquioloalveolar (LBA), es una herramienta que se ha utilizado para
investigar a la mayoria de patologias pulmonares tanto con fines diagndsticos como
prondsticos {29,30). El LBA también se ha utilizado para evaluar efectos de
tratamiento y podria ser una alternativa diagnéstica en el futuro para pacientes con

enfermedades pulmonares avanzadas (31,32,33,34,35).



No hay en México, ni en |a iiteratura mundial estudios sobre el LBA de pacientes con
EPOC por HL. Tampoco se conoce la poblacion celular prevalente ni los

mecanismos fisiopatolégicos asociados a la obstruccion de ia via aérea.

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue investigar el perfil celular en el LBA de los
pacientes con EPOC / HL y compararlo con el de los pacientes con EPQC asociado

al tabaquismo y sujetos sanos.



JUSTIFICACION

E! efecto que tiene el humo del cigarrillo se ha estudiade ampliamente. tanto desde
el punto de vista clinico como de los mecanismos fisiopatologicos de muchas de ias
enfermedades con las que su consumo se ha asociado. Asi mismo. se ha estudiado
el impaclo social y econdmico que este conlleva. En cambio, mucho menos se ha
estudiade la exposicién al Humo de Lena y la mayoria de los abordajes de
investigaciéon que se han hecho son de tipo epidemioldgico. En este sentido. poco se
ha investigado sobre el proceso inflamatorio que se observa en EPOC asociado a la
exposicion crénica al HL. Por tal motivo, es importante realizar estudios que permitan
identificar y cuantificar algunos de ios fendomenos proinflamatorios en los pacientes

que desarrallan EPOC inducido por HL.

Por ejemplo, no existe informacion de estudios relacionados con el LBA y el perfil
celular en pacientes con EPOC asociada a la exposicion de HL. Su importancia
radica en que podrian iniciar una linea de investigacion comparativa sobre
fisiopatologia y los mecanismos celulares involucrados en el desarrollo de la

obstruccién al flujo aéreo.

Considerando que el uso y consumo de !a lefia es aun muy elevado en México
algunos paises de Latinoamérica y que su impacto sobre el sistema respiratorio es
importante, podria tratarse de un problema de salud publica que afecta

principalmente a las mujeres,




OBJETIVOS

1.- Cuantificar 1a poblacion celular en el LBA de pacientes con EPQOC secundario a

la exposicion cronica al humo de lefha.

2.- Comparar los resultados obtenidos con a poblacion celular del LBA de pacientes

con EPOC asociado a tabaquismo y con la de un grupo de sujetos sanos.



HIPOTESIS

La Celuiaridad en el LBA, en términos de su cuenta diferencial y numero total, en
pacientes con EPOC asociada a la exposicién cronica de Humo de lefia es igual al

de los pacientes con EPOC asociada af Tabaguismo.




CRITERIOS DE INCLUSION:

1.- Mayores de 60 aros. ambos sexos.

2.- Con diagnéstico de EPOC en el estadio i / Il (Criterios de la ATS).

3.- Fumadores cronicos, con indice tabaquico > de 10 paquetes / afio.

4 - Pacientes con indice de exposicion al humo de lefia > de 200 hrs / afio.
5.- Oxemia por arriba de 60 mmHg y/o saturacion de oxigeno arriba de 90 %.
6.-Tele de Tdrax sin evidencia de otras enfermedades pleuropulmonares.

CRITERIOS DE EXCLUSION:

1.- Qué los pacientes que presenten proceso infeccioso al realizar el LBA.

2.- Qué tengan Hiperreactividad bronguial.

3.- Qué usen esteroides u otro anti-inflamatorio en las dltimas cuatro semanas
antes del estudio.

4.- Qué usen Antibidticos en las ultimas cuatro semanas.

5.- Qué tengan antecedentes de infarto Agudo al Miocardio en los ultimos 6 meses.
6.- Qué cursen alguna cardiopatia

7.- Que cursen con Insuficienica Respiratoria de cualquier causa.




MATERIAL Y METODOS

Se trata de un estudio prospectivo, comparativo, transversal, que se realizo en el
Instituta Nacional de Enfermedades Respiratorias, en el periodo comprendido del
mes de Abril a Septiembre de 1998.

Se seleccionaron 11 pacientes con diagnostico de EPOC asociado a tabaquismo y
12 con EPOC asociado a exposicién cronica de HL. El diagnésico de EPOC se hizo
de acuerdo a los criterios de la ATS (American Thoracic Society) (1):

¢ VEF1 <del 70%
¢ VEF1/CVF < del 70%
¢+ Reversibilidad al broncodilatador menor del 12%

También, se incluyeron en este estudio 12 sujetos sanos como grupo control. Se
considerd sano un sujeto en el cual no exisliera e antecedente de tabaguismo ni de
exposicion a humo de lena. Ademas, no debia tener historia de enfermedades
respiratorias o de algun otro sislema. No debia estar tomando medicamentos de
ningun tipo. Ademas, sus pruebas de funcion pulmonar debian estar dentro de

limites normales.

Espirometria. A todos los pacientes se les realizo una espirometria en condiciones
basales y 20 minutos después de administrar 200 pg de salbutamol en aerosotl de

désis medida. Para |a espirometria, se selecciond el mejor de tres trazos aceptables

de acuerdo a los criteros de ia ATS (36). La reproducibilidad entre los dos mejores

valores deberia ser igual o menor al 5%.




Consentimiento_informado para realizar _la fibrobroncoscopia y el lavado

bronguioloalveolar : A todos los pacientes se les explicd el procedimiento y los

objetivos del estudio. Todos firmaron una carta de consentimiento.




L avado Bronguioloalveolar

A todos los pacientes se les explicd acerca del fibrobroncoscopio y la pantalla de
video y la sensacién que sentirian durante el procedimiento. Ademas. se les
presentd el fibrobroncoscopio v a quién les realizaria el LBA. Se les canalizd con
solucion Hartman 500 c.c y se les anestesid la orofaringe con Xilocaina al 2% en un
total de 10 ml con torundas de algoddn y con cotonetes las fosas nasales. Se les
administré 0.5 mg de Atropina por via |.M 15 minutos antes de LBA,

Et procedimiento se vigild continuamente con un monitor cardiaco y el oximetro de
pulso en el dedo indice para detectar funcidén cardiaca y la saturacion arterial de

oxigeno.

Ef paciente se acostd en decubito dorsal y se les protegid la cabeza y los ojos con

material estéril y desechable.

Con anterionidad, se habia planeado que el procedimiento se suspenderia en caso
de que se registrara un descenso de la saturacién de 20% ¢ mas, o en caso de que

se presentara dolor precordial, arritmia cardiaca o aumento de la disnea.

Se introdujo el Fibrobroncoscopio visualizando la Laringe, se instilaron 2 ml de
Xilocaina al 2% simple, posteriormente en subglétis, traquea, Carina y bronquios
principales se instilaron 2 ml de Xilocaina (la cantidad maxima de Xilocaina que se
utilizo fue de 300 mg, con un total de 8 ml), y se realizd una inspeccion visual de los
dos arboles bronquiales. Posteriormente, se encund la punta del Fibrobroncoscopio
en lébulo medio yio lingula.

Una vez ya acunado en el bronquio segmentario, se procedid a realizar ei LBA con
300 ml de solucion salina al 0.9 % estéril a temperatura ambiente. Para ello. se
instilaron alicuotas de 60 mi con una jeringa seguido de aspiracion suave y gentil del
liquido (ia presion negativa aproximada que se ejercio al aspirar el liquido fue de 50-
100 mmHg). Con ésta maniobra se recuperd un volumen promedio del 60% en cada

lavado.
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E! LBA se colectd en tubos estériles de polipropileno de 50 ml y se trasladd
inmediatamente al Laboratorio de Biologia molecular en el area de investigacion y al
laboratorio de Microbiologia del INER, en donde se procesé la muestra de cada

LBA.




Manejo del liquido obtenido del LBA. E! procesamiento del lavado se hizo

siguiendo las guias internacionales para los lavados bronquicioalveolares
{29,30,33,39); 1a primera alicuota fue descartada para e! andiisis, pero se llevo a
microbiologia para cultivo. Con el liquido restante se hizo lo siguiente:

» Se proceso en condiciones estérites a 4 °C.

¢ En el cuarto de cultivo el LBA se filtrd a traves de una gasa estéril para eliminar e}
moco y se homogeneizé juntando todas ias alicuctas en un matraz Erlenmeyer

estéril y se volvio a repartir en alicuotas.

» Las alicuotas se centrifugaron a 1500 r.p.m. por 10 minutos a 4° C, para obtener
el botén celular y el sobrenadante.

» El| sobrenadante se decantdé y se guardé a-70 °C.

s El boton celular de cada alicuota se deposité en un tubo estéril y se resuspendid
en 10 ml. de PBS estéri.

» Se tomaron 10 yl de la suspension celular para hacer una dilucion 1:10 con 90 pl
de Azul de Tripano, de la que se tomaron 10 pi para cargar la Camara de
Neubaver y realizar la cuenta total de células (C.C.T), y evaluar la viabilidad

celular.

+ Por otro lado, se tomd una alicucta de 250 Pl y se suspendié en 750 pl de
Carbowax, posteriormente se hicieron frotis tedidos con Wright-Giemsa y
Papanicolaou, para determinar la poblacion celular diferencial de cada LBA.

« El conteo diferencial se realizdé con un microscopio de luz convencional usando el
objetivo de 40X contando un minimo de 100 células en diferentes campos
seleccionados al azar en total se contaron 500 células para realizar el reporte.

» Posteriormente. la suspension celutar original {740 ul) se vuelve a centrifugar a
1500 r.p.m. por 10 minutos a 4° C (se centrifuga para retirar el PBS que también

funcionara para lavar las células de la solucién salina del lavado).




ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis de los resultados, las variables de pruebas pulmonares funcionales y
edad, se utilizo 1a prueba de Andlisis de Varianza para muestras no paramétricas
(ANOVA) para comparar los tres grupos. La t de Student se usé para la
comparacion entre dos grupos cuando los valores se expresaron en promedio y
desviacion estandar. Se considerd con significancia estadistica una p < 0.05. Los
resultados de la celularidad de los lavados bronquioloalveolares se expresaron con
indices de tendencia central y dispersion de tipo no paramétrico  {mediana y
extremos) y para comparar los tres grupos se utilizo la prueba de Kruskal-Wallis y la
U de Mann Whitney. Se utilizé el programa computarizado SYSTAT.
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RESULTADOS

Se realizaron en total 35 lavados bronquioloalveolares, de los cuales 12
correspondieron a sujetos sanos y los restantes a pacientes de la clinica de EPOC.
Todos estaban en condiciones estables a la hora dei estudio y toleraron el
procedimiento sin complicaciones a excepcion de un paciente que presentd
broncoespasmo despues del LBA que revirtid con broncodilatadores. A todos se les
permitié el uso rutinario de sus medicamentos (Salbutamol ¥ Bromuro de Ipatropium)
y la dltima dosis de la administraron fue 1a noche anterior del procedimiento. Ninguno
estaba bajo tratamiento con antiinflamatorios esteroideos o cromonas y tampoco
estaba recibiendo antibidticos.

En las tablas 1 y 2 se presentan las caracteristicas demograficas, funcionales y los
resultados del LBA de los Sujetos Sanos. Se puede observar que sus pruebas de
funcidn pulmonar estan dentro de los limites de lo normal. Asi mismo, las
caracteristicas del LBA muestran un predominio de los macréfagos seguido de los
linfocitos.

Enias tablas 3y dyenla5y6 se presentan las caracterislicas demograficas,
funcionales y los resultados del LBA de todos los pacientes en el grupo de EPOC
asociado a la exposicidn de humo de lefia {(EPOC / HL) y de todos los pacientes del
grupo de EPQC secundario a tabaquismo (EPOC / TAB) respectivamente.

En las tablas 7 y 8, se resumen las caracteristicas de los 3 grupos de estudio. Se
puede observar que el grupo de los sanos esta formado por personas gue mostraron
una edad significativamente menor que los sujetos de los otros dos grupos. Asi
mismo, mientras los dos grupos de pacientes con EPOC mostraron un patron
obstructivo moderado y no hubo diferencias significativas en cuanto a edad vy
pruebas de funcion pulmonar entre ellos: los sujetos sanos mostraron un patrén
funcional normal y si hubo diferencias entre éstos y los dos grupos de pacientes con
EPOC.
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Los 12 pacientes con EPOC/HL fueron del sexo femenine con una edad promedio
de 63 £ 4 afos, y un tiempo de exposicion al HL de 226 + 122 hrsfafio. En todas
ellas, el diagnéstico que prevalecié fue de bronquitis crénica. En el grupo de
pacientes con EPOC asociada al consumo de tabaco sclamente tres pacientes
fueron del sexo femenino, ocho tuvieron diagnostico de enfisema y 5 de bronquitis
cronica con un consumo acumulativa promedio de cigarros de 48 + 10
paquetes/afio. Con respecto a los resultados observados en el analisis del lavado

bronquioloalveclar se puede observar to siguiente:

Volumen total recuperado {(ml). En los pacientes con EPOC asociados a HL la
cantidad mediana de liquido recuperado de 197 ml no fue significativamente

diferente de la encontrada en los pacientes con EPOC asociada a tabaquismo de
120 mi. En cambio, en los pacientes con EPOC/TA se recupero menor cantidad de
volumen en relacién a los sujetos sanos. (Ver figura 1)

Celularidad total. Expresada en millones de células (1x10% por volumen total dei

liquido recuperado no fue significativamente diferente entre los tres grupos

estudiados. (ver figura 2)

Células por mililitro. Los sujetos sanos pulmonares mostraron una cantidad

mediana significativamente menor de células (51 x 10%) que la encontrada en los
dos grupos de pacientes con EPOC, tanto, la asociada a la exposicién crénica al
humo de lefia {1 x 10° células/ml) como a la de tabaquismo (71 x 10° células/ml).
(Ver figura 3)

Macréfagos. Los sujetos sanos mostraron una cantidad mediana significativamente
mayor de macréfagos (92%) que los pacientes con EPOC del grupo de tabaquismo
y HL (80% y 75% respectivamente). (Ver figura 4)

Linfocitos. Se encontraron diferencias significativas entre EPOC/HL y el grupo de

los sanos, pero ne se encontro diferencia entre los grupos de EPQOC. (Ver figura 5)
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Neutrofilos. El porcentaje de neutrdfilos fue significativamente menor en los sujelos
5anes en comparacion con los pacientes con EPOC por tabaquismo asi como con
los pacientes con EPOC por HL (medianas de O, 6 y 4% respectivamente). (Ver
figura 6)

Eosindfilos. No hubo diferencias significativas entre ninguno de los tres grupos
estudiados. (Ver figura 7)

(o)
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Tabla 1
Caracteristicas Demograficas Y Funcionales

De Sujetos Sanos No Fumadores

Pte Edad Sexo CVF VEF, VEF, VEF,/CVF
No. Anocs FiM ML mbL PP %
1 a5 f 3310 2860 92 86
2 27 f 3140 2650 S0 84
3 40 m 3100 2840 98 92
4 26 m 3470 2880 a7 83
5 37 f 4580 3960 89 86
6 40 f 3290 2770 g2 84
7 20 m 3400 3100 a7 91
8 27 m 3100 2600 87 84
9 23 f 3470 2880 105 B3
10 24 f 3290 2770 89 84
1" 20 m 3480 2900 g0 a3
12 26 m 4100 3400 91 83
X 29 &/6 3477 2967 93 85
DE + 7 437 375 5 3

X: promedio. DE: desviacion estandar. CVFL. capacidad vital forzada en mL..

VEF: volumen espiratorio forzado en el primer segundo.

VEF{ pp: velumen forzado en el pimer segundo, expresado en porcentaje del predicho.
VEFy / CVF : relacion del volumen forzado en el primer segundo con la

capacidad vital. forzada, expresado en porceniaje

ra




Tabla 2
Conteo Celular Y Diferencial Del LBA

Sujetos Sanos

Ple vOL CEL CEL Macréfagos Linfocitos  Neutrdfilos  Eosindfilos
No. REC TOT ML % % % %
1 310 7.9 257 a2 7 0 0
2 182 7.3 40.1 93 5 2 0
3 224 13.3 594 a3 5 2 0
4 200 9.4 43.0 88 15 1 4}
5 225 5.4 243 93 7 0 0
6 270 17.7 65.6 82 17 0 0
7 240 8.7 363 89 10 1 ¢
8 150 11.2 746 95 5 0 0
9 235 17.5 81.3 92 8 0 0
10 230 13.0 56.5 96 4 0 0
11 202 10.2 50.6 92 8 ] o
12 210 11.0 523 97 3 0 0
Me 224 106 514 g2 7 0 0
Ext 150130 54177 2481 82-97 317 0-2 0-1

Me: Mediana, Ext: Extremos. Vol Rec: Volumen recuperado en mi..
Cel TOT: Células Total : 1x10°. Cel mi: Células por mililitro: 1x10°
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Tabla 3
Caracteristicas Demograficas Y Funcionales
De Pacientes Con EPOC / HL

Edad Sexo Hrs / CVF VEF, VEF, VEF/CVF
Afos Fim Aiftos ML mlL PP %
64 f 180 1600 988 55 63
62 f 95 1800 1200 71 66
56 f 430 1260 780 43 62
64 f 72 1200 790 45 65
67 f 100 1020 480 34 47
68 f 144 1280 850 54 66
&0 f 200 1500 1000 45 66
&0 f 360 1800 960 61 53
67 f 180 1900 1000 50 85
64 f 380 1700 1100 67 63
67 f 240 1600 1000 72 62
565 f 336 1320 920 68 69
62 226 1498 922 55 62
4 122 279 183 12 6

X: promedio. DE: desviacion estdndar. CVF:capacidad vital forzada en ml.,

VEF: volumen espiratorio forzado en el primer segundo.

VEF, pp: volumen forzado en el primer segundo, expresado en porcentaje del predicho.
VEF, / CVF: relacién del volumen forzado en el primer segundo con la capacidad.

vital forzada, expresado en porcentae

Hrs / afios: exposicion al humo por horas fafo




Tabla 4
Conteo Celular Y Diferencial Del LBA En EPOC/HL

Pte VOL CEL CEL Macréfagos  Linfocitos Neutrdfilos  Eosindfitos

! No. REC TOT mL % % % %
1 190 334 175.7 65 17 18 0
2 260 60.1 2311 76 22 0

; 3 155 18.8 121.2 90 8 1
4 210 22.2 1057 74 22 0

‘ 5 110 14.9 135.4 61 18 21 1
6 230 177 76.9 B5 27 8 0
7 170 217 127.6 92 7 1 0
8 130 9.40 723 98 1 1 0
9 176 3.80 215 68 26 6 0
10 100 1.32 13.2 74 g 17 0
11 S0 1.14 12.7 88 10 0
12 240 254 106.0 81 14 5 0
Me 197 18.2 106 75 15 4 D
Ext 90-260 1.1460 13-231 61-98 1-27 1-21% 0-1

Me:. Mediana. Ext. Extremos. Vol Rec: Volumen recuperado en mi.

Cel TOT: Célutas Totales - 1x10°. Cel mL: Células por mifilitro 1x10"*
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Tabla 5
Caracteristicas Demografica Y Funcionales
De Pacientes Con EPOC / TABACO

Pte Edad Sexo indice CVF VEF,  VEF, VEFJCVF
No. Afos FiM Tab. ML mL pp %
1 44 f 35 4860 3170 115 65
2 80 f 60 3250 2060 106 63
3 50 f 16 4110 2290 102 56
4 @5 m 52 1810 840 49 66
5 M m 49 1500 870 23 45
6 68 m 47 1870 890 48 55
7 68 m 38 1340 480 26 a5
8 81 m 48 1400 820 62 42
9 54 m 60 2500 680 32 35
10 67 m 42 3850 760 26 20
1 66 m 44 2880 980 37 34
X 63 ¥8 48 2668 1267 56 a4
DE+ 10 10 1216 848 34 18

X: promedio, DE: desviacion estandar. CVF: capacidad vital forzada mil..
VEF. volumen espiratorio forzado en el primer segundo.

VEF, pp: volumen forzado en el primer segundo, expresado en porcentaje del
predicho.

VEF, / CVF : relacion del volumen forzado en 1 segundoe con la capacidad

vital forzada, expresado en porcentaje.
Indice tab: indice tabaquico.
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Tabla 6
Conteo Celular Y Diferencial Del LBA
EPOC /| TABACO

Pte vOL CEL CEL Macrofages Linfocitos Neutrdfilos Eosindfilos

No. REC TOT mL % % %
1 100 7.02 70.2 a2 2 2
2 120 304 253.9 80 10 10
3 20 254 127.4 21 8

4 210 2.96 95.4 98 2 ¢
5 80 590 70.8 55 13 32
6 130 9.30 70.6 80 10 10
7 40 1425 35%6.2 67 10 23
8 120 5.35 445 81 15 4
9 135 4.50 333 86 8 6
10 108 6.00 55.5 79 15 5
11 85 4.06 47.8 61 30 9
Me 120 6 706 80 10 6
Ext 40-210 2.9-30 33356 5588 2-30 0-32

Me: Mediana. Ext: Exiremos. Vol Rec: Volumen recuperado en mi.
Cel TOT: Células Totales - 1x10°. Cei mL: Células por mi: 1x10°
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Tabla7

CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS Y FUNCIONALES DE LOS GRUPOS

ESTUDIADOS

HUMO DE LENA TABAQUISMO SANOS

(N=12) N=11) (N=12)
Edad en afios 63t+4 63+ 10 2017
Sexo M/F 121F A/F 8/IM 8F aM
Hrs / aflo 226 + 122 —_— —_
1.Tabaquico (p/a) —_ 48 + 10 —_—
CVFmi 1408 £ 279 2668 + 1218 3477 + 437
VEF1 ml 922 + 183 1267 + 848 2087 + 375
VEF1 % pp 55+12 58134 99i+5
VEF1/CVF 62+6 434+18 85+3

Datos expresados en promedio y desviacion estandar
ANOVA. *P<0.05

t - no pareada:

+ EPOC/HL Versus SANOS: p=0.000

+ EPOC/TA Versus SANOS: p = 0.001

t+ EPOC /HL Versus SANOS: p = 0.000

t EPOC HL Versus EPOC/TA: p = 0.009

* EPOC/HL Versus SANOS: p= 0.000

* EPOC/TA Versus SANOS: p=0.000

Y EPOC/HL Versus SANOS: p=0.000

Y EPOC/TA Versus SANOS: p=0.007
* EPOC/HL Versus SANOS. p = 0.000
* EPOC/TA Versus SANOS: p= 0.008
* EPQC /HL Versus EPOC /TA: p = 0.004
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Tabla 8
CUENTA TOTAL Y DIFERENCIAL DE CELULAS EN LBA

DE LOS GRUPOS ESTUDIADOS
LAVADO HUMO DE TABAQUISMO
BRONQUIOLO- LENA (N=12) {N=11)
ALVEOLAR Mediana Mediana
Extremos Extremos
Vol Recuperado mi 197 120
(80-260) (150-310}
Cuenta total 1x10° 182 8
(1.160.1} {2.9-30)
Células x ml 1058 70.6
w10 (12.7-231.1) (33.3-356.2)
Macrdfagos % 75 80
(61-88) (55-08)
Linfocitos % 15 10
(1-27) (2-30)
Neutréfilos % 4 68
(1-21) (0-32)
Eosindfilos % 0 0
01} ©-1)
U. Kruskal-Wailis: *P <0.05.
. Man-Whitney:

* EPQC / TA Versus SANCS: p=0.01
EPOCMHL Versy SANOS: p=0.030
EPOC/TA Varsus SANOS: p=0.050

EPOCMHL Versus SANOS: p = 0.044
EPOC/TA Versus SANOS: p=0.020
EPQC/HL Versus SANOS: p=0.010
EPOC/ML Versus SANOS: p=0.000

&
’
t
3
* EPOGITA Versus SANOS: p =0.000

30

24
{40-310)

108

(5.417.7)

51.4

(24.3-81.3)

g2

(82-97)

7
(3-17)

0
(0-2)

0
o

SANOS
{N=12)

Mediana
Extremos

004 *

0.17

0.66
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Figura 1
Volumen Recuperado mL
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* Kruskal Wallis: p= 0.04

** U, Mann-Whitney.

“~EPQC/ TA Versus SA: P<0.01

** EPQC/ HL Versus SA: p= ns

* EPOC/ HL Versus EPOC/TA: p= ns
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Figura 2
Células Totales (1x 10°)
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Kruskall Wallis: P > 0.05
U. Mann-Whitney: ns




Figura 3

Células Por mL (1 X 10%)
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* Kruskal Wallis: p= 0.01
** U. Mann-Whitney.

**EPOC/HL Versus SA: p= 0.03

** EPQC/TA Versus SA. p= 0.05

*EPQOC/HL Versus EPOC/TA: p= n.s
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Figura 4

Porcentaje De Macréfagos En EI LBA
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* Kruskal Wallis: p <0.00

" U. Mann-Whitney:

"EPOC/ HL Versus SA: p= 0.04
“EPOC/ TA Versus SA. p= 0.02
“EPOC/ HL Versus TA: p= ns
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Figura 5

Porcentaje De Linfocitos En El LBA
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* Kruskal Wallis: p = 0.054

* U, Man-Whitney:

“EPOC/ HL Versus SA: p= 0.01
“EPOC/ TA Versus SA: p= ns
"EPOC/ HL Versus TA: p= ns
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Figura 6

Porcenteje De Neutréfilos En EI LBA
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* Kruskal Wallis: p= 0.000

** U. Mann-Whitney

* EPOC / HL Versus SA: p= 0.000

“* EPOC / TA Versus SA: p= 0.000

** FPOC /HL Versus EPOC/TA p= ns
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DISCUSION

Las enfermedades del aparato respiratorio asociadas a la exposicion crénica al
humo de lefa han sido estudiadas desde diferentes puntos de vista
(9,10,11,12,13,14,26,27 28). Los estudios epidemicldgicos que han probado las
relaciones que existen entre la limitacion cronica del flujo de aire y la exposicién al
HL son probablemente los mas importantes.

Sin embargo, poco se conoce de los mecanismos fisiopatoldgicos asociados a la
obstruccion del flujo aéreo. Las alteraciones inflamalerias, el perfil y el conteo
celular, en pacientes con EPQC por de Humo de Lefia no se han estudiado. como se
a hecho en los pacientes con EPOC por tabaquismo. En los fumadores que
desarrollan EPQOC, la celularidad observada en el LBA estd aumentada 2 a 4 veces
por arriba de! valor de gue se observa en controles normales (4,531.32,33,38).
Tanto los macréfagos come los neutrdfilos estan aumentados y se les ha
identificado una diversa cantidad de actividades funcionales {elastolitica, proteolitica,
quimiotactica, formacion de radicales libres del oxigeno, desequilibrio en el
comportamiento de las inmunoglubulinas, etcétera. (3,16,18,19,21,22,23,24.38)

En el presente estudio hemos postulado que la celularidad total y sus diferentes
poblaciones en el LBA de pacientes con EPQOC asociada a la exposicidn cronica del
HL (EPOC/HL) es igual a la de los pacientes con EPOC asociado al tabaquismo
(EPOC/TAB). Esta teoria, daria una explicacién de los fenomenos que suceden en la
via aérea de pacientes con exposicidn al humo de lefa y permitiria un analisis
comparativo (entre tabaquismo y humo de lefia} en el estudio de la inflamacion
asociada al fenomeno obstructive en EPOC.

La EPOC asociada al tabaquismo, es un procéso cronico degenerativo cuya
sintomatologia aparece en forma florida en las fases tardias cuando el sujeto ya no

es fumador. E! mismo fendmeno se observa en EPOC/HL.




Generalmente, ¢! paciente ya no tiene exposician al humo de lefa y ésta exposicién
se convierte en un antecedente patoldgico, de la misma forma como ocurre en los
fumadores que ya dejaron de fumar. En este sentido, los dos grupos de pacientes
con EPOC, son en principio parecidos.

Cuando se hace un LBA, el volumen total de liquido recuperado guarda una relacion
directa con la severidad de la obstruccion del flujo aéreo, de modo que a menor
VEF1, menor cantidad recuperada de liquido. En los pacientes con EPOC/TAB, e
porcentaje de liquido se ve afectado por varios faclores. En principio, la lesion tanto
de! tejido pulmonar, como de la via aérea se traduce en el colapso del arbol
bronquial al aspirar el fluido del LBA.

De acuerdo a la literatura en estos pacientes podria recuperarse de 30 al 40 % de!
liquido del LBA (338). Otro factor podria ser la severidad de la inflamacidn.

Debido a que tanto los pacientes con EPOC/HL como los pacientes con
EPOC/TAB dejaron de exponerse muchos antes de buscar ayuda médica, es posible
que la inflamacién encontrada en estos pacientes ya no sea tan marcada como
cuando estan activamente expuestos a la agresién. En este sentido, nuestra
poblacién no fue significativamente diferente, ya que en los dos grupos de pacientes
con EPOC, el VEF, y el tiempo que habian dejado de exponerse a la agresién fueron
similares. Por lo tanto, el hecho de que el liquido que en promedio se recupero de
los pacientes con EPOC/HL y EPOC/TA (66 y 40 % aproximadamente), le da una
razonable sdlidez a nuestros hallazgos. Sin embarge si hubo diferencia con
EPOC/TA y los SANOS debido al dafio pulmonar de los fumadores . En relacion a
EPOC/HL se observd una tendencia a recuperar mucho mas volumen en las
pacientes de humo de lefia y no hubo diferencias en relacidn a los otros dos grupos.
Esto probablemente debido a que 9 pacientes cursaban con bronquitis crénica y no
presentaban enfisema, mientras que en los pacientes EPOC/TAB, ocho tenian
enfisema y es posible que en ia pérdida de la fuerza de retraccion elastica el

colapso sea mas acentuado.




No hubo diferencias estadisticamente significativas entre los 3 grupos con
respecto al numero total de células recuperadas. Esto seguramente se debid a que
en los sujetos sanos se recuperd significativamente mayor cantidad de liquido que
en los pacientes con EPOC. Sin embargo, cuando se utiliza como denominador la
cantidad de liquido que se recuperé (células / mililitro) entonces, en los sujetos
sanos se observd una cantidad significativamente menor de células que cualguiera
de los dos grupos con EPOC, es decir, los dos grupos de pacientes con EPOC
presentaron grados variables en el incremento de !as células inflamatorias que fue
significativo con respecto ai grupo control. Estos resultados sefialan que a pesar de
ya no estar en contacto con el humo de lefia, de alguna forma gue no podemos
explicar, porque la celularidad quedo crénicamente aumentada, como ocurre en los
fumadores, que aunque dejan de fumar la celularidad queda aumentada y ésto, aun
no se sabe porque razén sucede. Los resultados muestran que independientemente
de la cantidad de liquido recuperado, la cantidad total de células esta elevada en
relacion al grupo de sujetos sanos. Este incremento de la celularidad no es
significativamente diferente entre los dos grupos de pacientes con EPOC. Con
respecto a las diferentes poblaciones celulares presentes en el LBA se encontro
que los pacientes con EPOC (tanto asociado a tabaquismo como a HL) tienen un
porcentaje significativamente menor de macréfagos en comparacion al grupo de
sujetos sanos. Sin embargo, no hay diferencias entre los pacientes con EPOC/TAB y
los pacientes con EPOC/HL.

40




Los macrofagos son células funcionalmente muy activas. Estimulan el
proceso inflamatorio por medio de la liberacién de interieucinas (ILs), factor de
necrésis tumoral, interferén gama, entre otros productos, que a su vez promueven la
inflamacién a través de quimiotaxis de linfocitos y polimorfonucleares (neutréfilos y
eosindfilos) (40). Ademas en forma individual pueden contribuir al dafio tisular a
través de moléculas activas (radicales de oxigeno, enzimas elastoliticas,
proteoliticas, etc) que pueden desempefiar un papel importante en la enfermedad.

Es posible que el humo de lefia origine la activacién de los macréfagos de la
misma manera como ocutre con el humo del cigarro y su efecto consecuente sea la
liberacion de moléculas quimiotacticas y de esta manera generar el desequilibrio
celular que se observa en EPOC. Nuestros resultados sefialan que esto es posible
puesto que existen similitudes en la poblacidn celular.

Con respecto a la poblaciéon de los linfocitos, en los grupos de pacientes con
EPOC/HL vy Sanos si hubo significancia estadistica de estas células. No se
encontro diferencias significativas entre el grupo de sujetos sanos y el grupo de
pacientes con EPOC secundario a tabaquismo, asi como tampoco entre éstos y el
grupo de pacientes con EPOC/HL. La razén por la que en los pacientes con
EPCC/HL hayamos encontrado un porcentaje significativamente mayor de linfocitos
podria deberse a que en B pacientes de este grupo se observé una cantidad de
linfocitos, que es mayor del 15%. Esta linfocitosis podrla tener un significado
patologico adicional (33,41). En la via aérea los linfocitos son la primera linea
celular de defensa (3) y en los alvéolos la segunda (28,30,33,39,40,42 43,44).
Actualmente se postula que estas células participan activamente en el desarrolio de
la EPOC por un lado por ser el tipo celular prevalente en toda la'via aérea y en
segundo lugar por la interrelacién que guardan con el sistema inmune de la mucosa
(3,15,43,44). El incremento de los linfocitos podria ser secundario al estimulo de las
interleucina liberadas por los macréfagos alveolares.
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El incremento de los linfocitos a nivel alveolar podria dar fugar a un
desequilibrio entre los linfocitos CD4+/CD8+ perpetuando la inflamacion y dafio tanto
a la via aérea como al tejido pulmonar. De esta forma, en la via aérea fa activacion
celular puede ser directamente provecada por el humo lefia como se ha descrito que
lo produce el tabaco ( 3,6, ).

La linfocitosis podrian también ser causada por una infeccién viral. Aunque en
estos pacientes no se realizaron cultivos para la deteccion de virus si se hicieron
para baclerias y todos fueron negativos. Ademas, no se registraron alteraciones en
la celularidad periférica como se demostro en los estudios hematologicos que se
hicieron. Ademas, ninguno de los pacientes presentaba al momento de! estudio
datos compatibes con una infeccidn bronquial, de acuerdo a nuestros criterios de
inclusion,

Otra posibilidad es que hayan cursado con un proceso viral subclinico,
aunque esta es una posibilidad que remotamente ocurfiria exlusivamente en 6 de las
12 pacientes con EPOC asociada a la exposicion crénica al humo de lefa. No
sabemos con exactitud porque sucede este fendmeno en nuestros pacientes.

Sin embargo, debido a que estas células pueden ser las responsables de
cuando menos, parte de los cambios inflamatorios que se observan en la via aérea
en los pacientes con bronquitis cronica asociada al consumo de tabaco, esta mayor
prevalencia de linfocitos en la via aérea podria explicar el mayor compromiso de la
via aérea que se observa en los pacientes con EPOC asociado a la humo de lefa
(3,43,44). La hipdtesis de la participacion de los linfocitos como células mediadoras
de la respuesta inflamatoria en estos pacientes requiere sin duda de mas

investigacion.




Los neutrdfilos son células que han sido tradicionalmente asociadas a EPOC vy
bronquitis cronica. Particularmente se les ha involucrado con el dano proteolitico que
caracteriza al enfisema pulmonar que se observa en los pulmonares.

Nuestra hipotesis postuta que si el HL es capaz de provocar cambios funcionales
compatibles con EPOC, entonces los neutréfilos en el LBA debian encontrarse como
en los pacientes con EPOC por tabaguismo. Los resullados mostraron que
efectivamente eslas células estan elevadas y que no hay diferencia con el grupo de
tabaco pero si con el grupo de los sanos como lo esperabamos. Este resultado
sugiere que al menos parcialmente hemos obtenido evidencia de que los neutréfilos
estan directamente involucrados en la fisiopatologia de estos enfermos, y
consideramos que los fenémenos de secuestro de los neutrdfilos de  la
microvasculatrua pulmonar {18,19,20,22,23,24,37) podrian ocurrir de igual manera
como en las ofras patologias pulmonares en donde estas células tienen un papel

muy importante.

Este hallazgo no es concluyente ya que la inflamacion en el arbol respiratorio es un
fenémeno muy complejo en el que participan muchas moléculas que favorecen la
migracion de los neutréfilos asi como otras que aumentan el periodo de vida media
favoreciendo que estas células tengan su efecto local. Todas ellas podrian ocasionar
cierto dafio a la via aérea y la presencia de los neutrdfilos ser un epifenomeno. Los
estudios en relacion a los neutrdfilos y su actividad se han realizado también cuando
los sujetos fuman, y se ha observado gue en ese momento son rechitados
(18,19,20,23.24).

Sin embargo, llama la atencidn que a pesar de gue los sujetos ya no estén expuesto
al humo del cigarrillo estas células permanecen aumentadas, y aunque no se sabe
adn cual es el mecanismo exacto que explique este fendmeno. sin duda es el mismo

para los pacientes que se expusieron al humo de lefiay yanolo estan.
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CONCLUSIONES

Con respecto al lavado bronquicloalveolar, los pacientes con EPOC asociada a la
exposicion crénica del humo de lefia presentan las siguientes caracteristicas:

o La cantidad de liquido que se recupera del lavado no es significativamente
diferente de la que se recupera de los pacientes con EPQC/TAB. pero
significativamente menor que la que se recupera en los sujetos normales.

 La cantidad total de células (expresadas en 1 x 10 células/mi), el porcentaje de
macrofagos y el porcentaje de neutrdfilos que se recuperan del LBA no son
significativamente diferentes de los que recuperan de los pacientes con EPOC
asociado al consumo de tabaco, sin embargo son significativamente mayores que
lo que recupera de los sujetos sanos.

+ El porcentaje de linfocitos no es significativamente diferente del porcentaje de
linfocitos observados en los pacientes con EPOC/TAB, pero si lo es de los sujetos
normales

o Estos resultados sugieren que los mecanismos celulares que median la
inflamacion y posiblermente los de la limitacién del flujo aéreo en los pacientes con
EPOC/HL son probablemente similares a los que ocurren en los pacientes con
EPOC/TAB.
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APENDICE

Espirdmetro: spirometric, INC. COM / PC - Flow.

Microscopio de luz convencional. Cuarto de Cultivo, Campana de flujo laminar,
micropipetas de 10, 100, 1000 pt., probetas de 100 ml, matraz Erlenmeyer de 250
ml, jeringas de 50 mi y llaves de 3 vias estériles.

Camara de Neubauer. tanque de Nitrdgeno liquido, refrigerador y congelador
REVCQ, Embudos de cristal, papet Parafilm, guantes estériles, cubrebocas, aicohol
etilico al 70%, jabén desinfectante.

Reactivos de tincion: Wright - Giemsa, Papanicolaou y Azul de tripano, Carbowax,
PBS (Buffer de fosfatos salino, pH 7.3 estéril}.

Atropina ampula de 2 mg/1ml. Solucién fisiolégica ai 0.9 %, Xilocaina al 2 % (con
epinefrina y simple) en solucion y spray, torundas de algodoén.

Suero Fetal Bovino certificado estéril, Dimetil - sulféxido, Tubos para centrifuga de

50 ml de polipropileno estériles, Criotubos estériles, Gasas estériles, pipetas
estériles 10, 5, y 1 mi, COSTAR, portaobjetos.

INDICE TABAQUICO: (I.T).
Cigarros fumados al dia X No. de afios de fumar / 20

Factor de Riesgo: > 10 paguetes aro.

FACTOR DE EXPOSICION Al HUMO DE LENA:
Horas expuestas al dia X Anos de haber Cocinado

Factor de Riesgo: > 200 Hrs / afio.
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