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RESUMEN.

El proceso inflamatorio bronqial es ¢l principal componente de la
obstruccién al flujo aéreo de los pacientes asméticos. La eosinofilia en
sangre periférica correlaciona con ¢l grado de obstruccién, sin embargo,
generalmente se requieren procedimientos invasivos para evaluar este
aspecto en vias aéreas. El motivo del presente trabajo es establecer una
correlacion entre el grado de inflamacidn bronquial a través del estudio
citologico de expectoracion, con el grado de severidad clinica y funcional.
Se estudiaron 99 pacientes con Asma leve, moderada y severa, de acuerdo a
los criterios de la ATS, excluyéndose los pacientes con infeccién bronquial.
A todos se les efectud espirometria (CVF, VEF1) sin broncodilatador y
citologia de expectoracion. La expectoracion fue fijada en Carbowax y
tefiida con HE y Papanicolaou, observandose en el microscopio de luz y
reportindose en células por mililitro. En 77 pacientes la muestra de
expectoracon fue adecuada (32 leves, 23 moderados y 22 severos ). No se
observé diferencia significativa en la celularidad total y diferencial entre los
difercutes grupos. Se observé una correlacion negativa entre los eosindfilos
totales en expectoracion y el VEF1 (r=-0.25, p<0.05). El tipo de esteroide
administrado tampoco mostré diferencia significativa en relacion a la
celularidad. En conclusion los eosinéfilos en expectoracién de pacientes
asmaticos correlacionan positivamente con el grado de obstruccion de fa via
aérea y por lo tanto de la severidad de la enfermedad, como ya se ha
reportado en estudios realizados en sangre periféricay LBA. Esto convierte

a la citologia de expectoracién en un estudio no invasivo, sencillo y de bajo



costo, el cual refleja de manera indirecta el grado de inflamacién de la via

aérea.



INTRODUCCION.

En la actualidad el Asma se considera una enfermedad inflamatoria
caracterizada por incremento de la respuesta det drbol traqueobronquial a
una multiplicidad de estimulos, Clinic'amente la enfermedad se manifiesta
por accesos de tos paroxistica, disnea y sibilancias, que pueden presentarse
en forma aislada o simultinea (1). Diversgs son los factores que pueden
predisponer o exacerbar los sintomas bronquiales, entre los mas frecuentes
destacan los alergenos, el ejercicio, infecciones, factores ocupacionales,
factores ambientales, firmacos y emociones. Sin embargo cualquiera de
ellos tiene como via comin el estimulo de diversas células inflamatorias,
entre as que podemos citar a las células cebadas, eosinéfilos, neutrofilos y
baséfilos.

En la patogenia de la enfermedad el individuo puede desarrollar una
respuesta temprana de la via aérea, en la que predomina la contraccion del
musculo liso bronquial, aunque en esta etapa ya existe participacion
inflamatoria predominantemente de células cebadas. En tanto que en ia
respuesta tardia, a cual se presenta de 6 a 8 horas después de la exposicion
al estimulo, se agregan edema de la mucosa e hipersecrecién de moco (2),
cuando el estimulo agresor de la via aérea se mantiene por dias o semanas,
el cortejo inflamatorio se multiplica y entonces adicionalmente a las células
cebadas intervienen los eosindfilos, mneutrofilos, basofilos, linfocitos y
plaquetas (3).

Paralelamente al incremento en la poblacion celular de la via aérea
ocumen otras alteraciones inflamatorias como son la hiperplasia de las

células caliciformes, metaplasia epitelial y denudamiento del epitelio (4).



Para fines practicos del médico clinico la severidad y el prondstico de
la enfermedad tradicionalmente se han evaluado desde diferentes puntos de
vista, por ejemplo el criterio clinico de severidad se basa en la frecuencia e
intensidad de los diferentes sintomas respiratorios, en cambio e! criterio
funcional lo sustenta a través de la limitacién del flujo aéreo cuando es
medida por el voliimen espiratorio del primer segundo (VEF1) y la
capacidad vital forzada (CVF).

El criterio de grado de inflamacion por lo general no es utilizado
regularmente. Diversos investigadores han estudiado este aspecto en forma
indirecta a través de las caracteristicas de la expectoracion de los enfermos
asmaticos (5), sin embargo el enfoque se le ha dado principalmente a la
busqueda de eosindfilos y a las caracteristicas fisico-quimicas (6). Hasta
hace algunos ailos el conogcimiento de estos cambios se basd en estudios
histologicos realizados en pacientes fallecidos por crisis astatica severa. En
fa década pasada se inici6 la realizacion de procedimientos invasivos en
estos pacientes, como el lavado bronquioloalveolar a través de
fibrobroncoscopia. Esta técnica de diagndstico ha mejorado el conocimiento
de la participacion de las células inflamatorias en la patogenia del Asma
(3,7), sin embargo, hasta la fecha no se considera una modalidad
diagnéstica rutinaria para estos pacientes debido a que no esta exenta de
riesgos, existe limitacion en su uso debido a la falta de disponibilidad del
equipo necesario en la mayoria de los centros hospitalarios o bien solo es

empleada con fines de investigacion.



HIPOTESIS
Por lo general es factible observar en expectoracién cualquier tipo de
célula inflamatoria, de tal forma que se piensa que el estudio citoldgico de
expectoracion de los enfermos asmiticos puede reflejar de manera directay

no invasiva el grado de inflamacién de 1a enfermedad.

OBJETIVO,
El objetivo del presente estudio fué correlacionar el grado de
inflamacién bronquial a través del estudio citolégico de expectoracitn con

el grado de severidad clinica y funcional en Asma leve, moderaday severa.



MATERIAL Y METODOS,
PACIENTES

Se incluyeron en el protocolo 99 pacientes asméticos, de los cuales se
eliminaron 22 por reportarse la citologia como muestra inadecuada. De los
77 pacientes restantes estudiados, 32 correspondieron a Asma leve, 23 a
Asma moderada y 22 a Asma severa de acuerdo al grado de severidad de la
enfermedad establecido por la ATS, de la siguiente forma:

Asma leve.- Enfennos’ con sintomas ocasionales, con actividades
cotidianas normales, uso de salbutamol inhalado por razoén necesaria y
pruebas funcionales respiratorias normales.

Asma moderada.- Enfermos con sintomas leves diariamente, con
minima limitacion en sus actividades, uso regular de salbutamol inhalado y
espirometria con VEF1 y CVF entre €1 60 y 80% de los predichos.

Asma severa.- Pacientes con sintomas diariamente que limitan sus
actividades, uso frecuente de broncodilatadores por via inhalatoria y oral,
medicamentos antiinflamatorios y CVF y VEF1 menor del 60% del
predicho,

En la visita del paciente al consultorio se le efectué un interrogatorio
para determinar en que grado de severidad se encontraba la enfermedad,
asimismo se puso especial interés en interrogar acerca del tiempo de uso y
dosis de cromoglicato de sodio y/o beclometasona. En esta evaluacién
inicial de los pacientes solo fueron excluidos aquellos que cursaran con
datos activos de infeccion de vias aéreas o bien que 1a hubiesen cursado en

las dltimas 4 semanas. Finalmente en el mismo dia se les realizé



cspirometria para determinar el grado de limitacién de! flujo aéreo previa
suspension de 8 horas del broncodilatador inhalado.

CITOLOGSA DE EXPECTORACION.

Recoleccion y seleceién de la muestra de expectoracion:

La muestra de expectoracion fue proporcionada por el eafermo en la
maifiana del dia que acudio a la consulta. Los criterios para considerar una
expectoracion adecuada y tomada en cuenta para el estudio fueron:

L.- Macroscopicamente sin aspecto purulento.

2.~ Microscopicamente con presencia de células de epitelio cilindrico
ciliado o histiocitos.

3.~ Las muestras conteniendo demasiadas células de epitelio plano
escamoso fueron descartadas ya que es indicativo de contaminacién con
saliva y/o células de orofaringe.

El procesamiento de la muestra se realizé con la siguiente metodologia:

1.- Cuantificacién del voliimen total de expectoracion,

2.~ Transferencia de la muestra a una caja de Petri ¢n donde se separaron
los tapones o fragmentos de moco de 1a saliva y se cuantificd el volimen
de moco.

3.- Una vez separado el tnoco se attadieron 2 m! de carbowax el cual impide
¢l estallamiento de las células y conserva su morfologia. Posteriormente
la muestra fue resuspendida en 30 m} de solucién buffer de fosfatos
(PBS).



4.- Con el fin de obtener una suspension homogénea y que las células
inflamatorias se separaran del moco, la muestra fue colocada en una
mezcladora durante 3 a 4 segundos.

5.- El homogeneizado fue vertide en tubos de ensayo de 10 ml y
centrifugado a 1500 rpm durante 15 minutos. El sobrenadante se decanté
y el precipitado centeniendo el paquete celular fue suspendido en PBS y
agitado en un vortex.

Cuenta total en fresco,

Se tomaron 40 microlitros de la resuspensién y se depositaron en un
tubo de ensayo con 40 microlitros de azul tripan o cristal violeta como
colorantes, posteriormente se colocaron en un hemocitémetro o camara de
Newbauer para su observacion al microscopio (40x) y llevar a cabo el

conteo total.

Cuenta diferencial.

De la resuspension obtenida en el inciso 5 se aspiraron con una pipeta
Pasteur y depositadas unas gotas en 2 laminillas previamente etiquetadas.
Las muestras fueron fijadas con etanol al 95% para después tefiirfas con la
técnica de Papanicolaou y H/E. Se contaron un total de 200 células por
laminilla diferenciandose células epiteliales, neutrofilos, eosindfilos,
linfocitos, macrofages y células metacromaticas.

El conteo se reportd en células/mi de acuerdo a la siguiente formula:

Niimero de células contadas X Dilucién X 10 X 10000

Nimero de cuadrantes.



En donde la dilucién es 1:2 (Factor de dilucion 2).

El 10 = Volamen de la cimara de Neubawer o Hemocitémetro.
El 10000 = conversién de milimetros ciibicos a mililitros.
Nimero de cuadrantes = 4,

Se report6 el diferencial tanto en células por mililitro como en porcentaje.

ANALISIS ESTADISTICO

El anilisis estadistico se realiz6 en ¢l paquete de computarizado
SYSTAT, las correlacciones del VEFI contra eosinéfilos totales se
realizaron utilizando la r de Pearson y se consideré significativa una
p<0.05. La comparacion de la celularidad en los grupos estudiados se
efectué con el analisis de varianza de una via (ANOVA) y se considerd

significativa una p<0.05.



RESULTADOS.

Inicialmente fueron estudiados clinica y funcionalmente 99 pacientes,
sin embargo 22 de ellos fueron excluidos del estudio debido a que las
muestras de expectoracion fueron inadecuadas. En la tabla 1 se muestran las
caracteristicas generales de los pacientes, fueron incluidos 77 pacientes
correspondiendo 32 a Asma leve, 23 pacientes a Asma moderada y 22 a
Asma severa, La edad promedio fue de 35, 41 y 52 aflos para Asma leve,
moderada y severa, respectivamente. El tiempo de evolucién de la
enfermedad de los pacientes del grupo de Asma leve fue de 9.5 aiios,
ligeramente menor a los otros 2 grupos, 15.5 y 14.5 afios para Asma
moderada y severa, respectivamente. Los parametros funcionales muestran
mayor obstruccién para los enfermos con Asma severa; CVF 78 %, VEF1
54 %y FEM 51 %. No hubieron diferencias estadisticamente significativas
para ninguno de los pardmetros anteriormente citados.

En Ia grafica 1 se muestra la celularidad total en expectoracién en los
3 grupos de enfermos, expresada en células por mililitro de expectoracion,
Existe una similitud en los grupos de Asma leve y severa (1,758,593 y
1,847,045, respectivamente), mientras que la mayor celularidad fue
reportada para el grupo de Asma moderada con 2,323,043, Esta diferencia
no fue estadisticamente significativa. En la tabla 2 se muestra el reporte
porcentual para macrofagos, neutréfilos, linfocitos y eosindfilos,en cada
uno de los 3 grupos. El conteo por grupo de células muestra similitudes
entre ellas. Llama la atencién en la grifica 2 [a cuenta porcentual de los

eosinéfilos ligeramente menor (2.8 %) en el grupo de Asma moderada, en



comparacién con Asma scvera (4.1 %) y similar al de Asma leve (3.3 %),
sin encontrar diferencias estadisticamente significativas.

En la grifica 3 se muestra una comrelacion negativa entre los
eosinofilos totales en expectoracién y el VEF1 (r=-0.25, p <0.05).

Al separar el grupo total de pacientes en Asma estable y Asma en
crisis en el momento de la valoracién, se encontré una celularidad de
2,353,611 en el grupo con exacerbacién del Asma , comparada con
1,830,084 del grupo estable, sin embargo no hubo diferencia
estadisticamente significativa (grafica 4).

En la tabla 3 se muestra la diferencial expresada en porciento de las
células inflamatorias en ambos grupos. Los eosinéfilos y los macréfagos se
encuentran ligeramente miés elevados en el grupo de exacerbacidn que en el
grupo de Asma estable (4.6 y 61.1 % v.s. 3 y 45.8 %, respectivamente). En
la grafica 5 se muestran las similitudes en los restantes grupos celulares.

En la tabla 4 se muestran los pardmetros de los pacientes en relacion
con la administracion de corticosteroides, como puede observarse el grupo
de enfermos agudizados tratados con metilprednisolona presentaron un
deterioro funcional similar a los enfermos con Asma severa tratados con
esteroide sistémico por via oral, sin embargo se observa un contraste en la
celularidad total de estos 2 grupos de pacientes, correspondiendo 2,353,611
células totales por mililitro de expectoracion para los enfermos tratados con
metilprednisolona y 1,145,625 células para quicnes recibieron prednisona
(grafica 6). El andlisis de la diferencial de las células en relacion con el tipo
de esteroides no mostrd diferencias estadisticamente significativas (grafica

7).



DISCUSION.

La inflamacién de la via aérea es un concepto basico actual en Ia
patogenia del Asma. En ténminos generales una célula imponap(e es el
mastocito, ya que se trata de una célula con gran participacién en la
inflamacion del Asma, debido a su capacidad de degranulaciéon y a la
liberacién de una gran variedad de mediadores quimicos prometores de la
inflamacion de la via aérea; por ejemplo, en diversos estudios se ha
demostrado que las células cebadas se incrementan porcentualmente en
pacientes asméticos comparados con pacientes con Bronquitis Crénica (8).
Por otra parte, desde hace varias décadas la relacién entre Asma y
eosinofilos habia sido establecida debido al incremento de este grupo
celular en sangre periférica, pero no delimitindose bien el papel
desarrollado a nivel de la via aérea, hasta hace una década en que se conoce
la relevancia de la liberacién de la Proteina Cationica y la Proteina Basica
Mayor, causantes de importante destruccion del epitelio respiratorio. De
acuerdo a lo reportado en la literatura actual, los eosindfilos en sangre
periférica se encuentran aumentados en vias aéreas y en sangre periférica
cuando hay evidencia de actividad de la enfermedad (9,10) y en algunos
estudios este incremento se ha correlacionado con la severidad de los
cambios en la funcion pulmonar (11). Los neutrofilos se han asociado con
hiperrespuesta aguda en las biopsias de pacientes con Asma leve (12,13).
Sin embargo el incremento conjunto de neutréfilos y eosindfilos se
relaciona principalmente con la respuesta tardia del Asma (14,15). Otras

células inflamatorias, como son los linfocitos, los macrofagos y los



basdfilos, también se enlazan en estos eventos a través de la liberacion de
enzimas proteoliticas y factores quimiotacticos.

Es hasta el estudio de la via aérea en material de autopsia, y afios
después con el empleo del fibrobroncoscopio, que toma mayor rele\./ancia el
aspecto inflamatorio de la enfermedad, al demostrarse el incremento de la
poblacion de células inflamatorias en la via aérea de sujetos con formas
leves de la enfermedad. No hay duda de la utilidad aportada por estas
técnicas diagnosticas, pero también es cierta la limitacion de su empleo por
razones ya expuestas anteriormente. Por este motivo nosotros pensamos que
son validos los intentos que se puedan hacer en la busqueda de técnicas
sencillas, menos costosas y que reflejen de alguna manera los eventos que
suceden en las vias aéreas de los pacientes.

En nuestro estudio no se encontraron diferencias significativas en la
celularidad total, entre los pacientes con Asma leve, moderada y severa. Sin
embargo, es importante hacer notar que en el grupo de Asma moderada se
observo la mayor celularidad total comparativamente con los otros dos
grupos, la explicacion no es clara pero podria estar relacionada con el poco
empleo de esteroides en este grupo de enfermos. Esto es, que los pacientes
con forma leve de la enfermedad se infiere que el componente inflamatorio,
aunque estd presente, no es tan importante y esto se refleja en menos
sintomas y en menor consumo de medicamentos antiinflamatorios por parte
de los enfermos; en el lado extremo, los enfermos con Asma severa
invariablemente requieren del uso de corticosteroides inhalados y/o

sistémicos por tiempo prolongado para el control de sus sintomas y su



efecto farmacoldgico sostenido disminuye la poblacién celular, por lo
menos tedricamente.

_Nucstros resultados del estudio de la citologia de expectoracién en
enfermos asmaticos muestran algunas similitudes con lo reportado por otros
autores. En la celularidad diferencial observamos que el grupo de Asma
severa presentd el mayor namero porcentual de eosinéfilos, lo cudl se ha
descrito, correlaciona con el grado de severidad del Asma. De acuerdo a lo
reportado en la literatura, la Gnica diferencia entre la citologia de pacientes
asmaticos y sujetos sanos es el incremento en el porcentaje ‘de eosinéfilos,
este aumento es observado en los tres grupos de pacientes asmitico
estudiados,

El eosindfilo, se describe como la célula clave en el proceso
inflamatorio de los pacientes asméticos, Io cual sugiere que un aumento en
su niimero y actividad se correlaciona con un deterioro en las pruebas de
funcién pulmonar. Asi, observamos en este trabajo una correlacion inversa
del VEF! con el niimero total de eosinéfilos (=0.25, p = < 0.05), similar a
los resultados obtenidos en muestras tomadas en lavado broncoalveolar, en
donde la cuenta de eosindfilos correlaciona con €] grado de obstruccion de
la via aérea (16-18).

En la celularidad obtenida en pacientes en crisis versus la celularidad
de los pacientes con Asma estable, se observa un incremento en la
celularidad de los pacientes en crisis aunque no es significativa, lo cual
puede deberse a la diferencia en el niimero entre ambos grupos.

Hay reportes en la literatura que mencionan que la medicacién con

esteroide no tiene efecto en el grado de cosinofilia en expectoracion, al



igual que los beta agonistas y teofilinas (3). Esto lo confirmamos al obtener
datos similares en el estudio donde los pacientes sin estercides y aquellos
que utilizaron diferentes presentaciones de esteroides tienen un porcentaje
de eosinofilos similar.

En algunos estudios se ha reportado un incremento de neutréfilos en
las fases temprana y tardia del Asma, mientras que en otros no se reporta tal
incremento de estas células (18,19). En nuestros pacientes no observamos
cambios porcentuales en los neutréfilos. Finalmente en nuestro repoite no
encontramos diferencias importantes entre neutrofilos, linfocitos, y células
cebadas en Asma leve, moderada y severa, sin embargo, si notamos que los
eosindfilos en expectoracién se encuentran incrementados en los pacientes
portadores de Asma con una relacion inversa con el VEF1, De cualquier
manera creemos que debe ser motivo de otro estudio el establecer la
relacion de eosindfilos en expectoracion y eosindfilos en sangre periférica

como indicadores de inflamacion,
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CONCLUSIONES

1.- En pacientes asmaticos existe una correlacion inversa entre 1a cuenta
total de eosindfilos en expectoracion y el VEF1 (1=0.25, p=<0.,05).

2.- Otras células inflamatorias presentes en las vias aéreas de pacientes
asmaticos no mostraron incrementos en el porcentaje total ni en su
diferencial en los 3 grupos de pacientes.

3.- La citologia de expectoracién es un estudio sencillo, no invasivo y de
bajo costo que merece mayor indicacién en pacientes con formas

moderada y severa de la enfermedad.
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HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

NOMBRE:

EDAD: SEXO: EXP:_
L. ORIGEN

RESIDENCIA:

HISTORIA FAMILIAR DE ASMA:
INDICE TABAQUICO:

OFICIO:

ANIMALES INTRADOMICILIARIOS:

HUMO DE LENA:

EDAD DE INICIO DEL ASMA:

NUMERO DE CRISIS EN EL ULTIMO ANO:

ULTIMA INFECCION DE VIAS AEREAS:

OTRAS ENFERMEDADES ASOCIADAS:

MEDICAMENTOS _ DOSIS TIEMPO DE USO __ USO ACTUAL
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TIPO DE ASMA:LEVE( ) MODERADA ( ) SEVERA( )

PRUEBAS FUNCIONALES RESPIRATORIAS

FECHA: CVFml CVF% VEFIml

VEF1% VEFI/CVF PEFml PEF%

CITOLOGIA DE EXPECTORACION

No Y%

NEUTROFILOS

EOSINOFILOS

LINFOCITOS

CEBADAS

MACROFAGOS

EPITELIALES

CELULAS
TOTALES

2




i
i
.

FALTA PAGINA
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TABLA 1.

CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS PACIENTES

LEVE MODERADA SEVERA

x(DE) x(DE) x(DE)
NUMERO 32 23 22
EDAD(ANOS) 35+13 4114 52+13
EVOLUCION(ANOS) 9.5(10) 15.5(16.5) 14(16)
CVF(%) 88(26) 92(25) 78(24.6)
véFl(%) 71(28.5) 72(25.8) 54(21.8)
FEM(%) 72(33.8) 61(31.2) 51(51.5)

CVF = Capacidad Vital Forzada, expresada en % del predicho.
VEF1 = Volumen Espiratorio Forzado en el primer segundo expresado en % del predicho.
FEM = Flujo Espiratorio Maximo, expresado en % del predicho.
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TABLA 2.
CELULARIDAD EN EXPECTORACION

LEVE MODERADO  SEVERA
N 32 23 22
CELULAS TOTALES 1,758,593 2,323,043 1,847,045

x(DE) x(DE) x(DE)
EOSINOFILOS(%) 3.3(3.9) 2.83(2.1) 4.1(4.1)
LINFOCITOS(%) 14(8.2) 11.7(4.1) 10.8(6)
NEUTROFILOS(%) 32.5(17.3) 32.9(20.6) 32.1(17.5)
MACROFAGOS(%) 54.5(69.7) 46.8(19.2) 44.6(15.5)
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_ TABLA 3.
CELULARIDAD Y AGUDIZACION

ASMA ESTABLE ASMA EN CRISIS

N 59 18

CELULAS TOTALES 1,830,084 2353611
x(DE) X(DE)
EOSINOFILOS(%) 3(3.6) 4.6(3.7)
LINFOCITOS(%) L 12768) 11.4(6.3)
NEUTROFILOS(%)  317(184)  353(17.5)

MACROFAGOS(%) 45.8(19.2) - 61.1091)
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TABLA 4

CELULARIDAD Y ESTEROIDES
S/E BECLO PREDN. METILP.
N 20 22 8 i8

CELULAS TOTALES 1,779,827 2,145,227 1,145,625 2,353,611

x(DF) x(DE) x(DE) X(DE)
EOSINOFILOS(%) 35(4) L7048 4652 46(3.7)
LINFOCITOS(%) 247 BSAD 1364 11463)
NEUTROFILOS(%) 64(38) 55(29) 74(47) 68(34)
MACROFAGOS(%)  44.5(32) 51(13) 37.5(19) 61091)
VEFI(%) 70(25) 74(28) 6208) 5606

S/E: Sin esteroide; BECLO: Beclometasona; PREDN: Prednisona, METILP: Metilprednisolona
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GRAFICA 3
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GRAFICA 6
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