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Objetivo: Evaluar la relacién entre la inflamacién pulmonar y sistémica en la EPOC mediante la cuan-
tificacién de diversos marcadores inflamatorios en esputo y suero obtenidos en el mismo individuo de
forma simultanea.
Metodologia: De 133 pacientes de la cohorte PAC-EPOC se evaluaron las relaciones entre diferentes

Enfisema . > . . R
Citoquinas varlaples 1nﬂamat0r¥as (TNFOL, IL-6, 117—8) en suero y esputo. Forno objetivo secundario se evaluaron las
Proteina C reactiva relaciones de las variables inflamatorias de suero con la funcién pulmonar.
Resultados: Los valores de los marcadores inflamatorios fueron claramente superiores en esputo que
en suero. No se hallaron correlaciones relevantes (en valor absoluto, r=0,03-0,24) entre los marcadores
inflamatorios en sangre y en esputo. Tampoco se identificaron asociaciones significativas entre dichos
marcadores, con variables de funcién pulmonar como el FEVy, DLco y la PaOs.
Conclusiones: En pacientes con EPOC estable no existe correlacion entre la inflamacién pulmonar y
sistémica, lo que sugiere mecanismos patogénicos diferentes.
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Lack of Correlation Between Pulmonary and Systemic Inflammation Markers in
Patients with Chronic Obstructive Pulmonary Disease: A Simultaneous,

Introduction: The origin of systemic inflammation in chronic obstructive pulmonary disease (COPD)
patients remains to be defined, but one of the most widely accepted hypothesis is the ‘spill over’ of
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Two-Compartmental Analysis
ABSTRACT

Keywords:

Chronic bronchitis

Emphysema inflammatory mediators from the lung to the circulation.

Cytokines

C-reactive protein

Objective: To evaluate the relationship between pulmonary and systemic inflammation in COPD quan-
tifying several inflammatory markers in sputum and serum determined simultaneously.

Methodology: Correlations between various inflammatory variables (TNF-, IL6, IL8) in sputum and
serum were evaluated in 133 patients from the PAC-COPD cohort study. A secondary objective was the
evaluation of relationships between inflammatory variables and lung function.

Results: Inflammatory markers were clearly higher in sputum than in serum. No significant correlation
was found (absolute value, r=0.03-0.24) between inflammatory markers in blood and in sputum. There
were no significant associations identified between those markers and lung function variables, such as
FEV1, DLCO and PaO2 neither.

Conclusions: We found no correlation between pulmonary and systemic inflammation in patients with
stable COPD, suggesting different pathogenic mechanisms.

© 2016 SEPAR. Published by Elsevier Espafia, S.L.U. All rights reserved.

Introduccion

La enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) se asocia
a inflamacién pulmonar y sistémica'~3. La primera parece aumen-
tar en pacientes con mayor limitacién al flujo aéreo, aunque cabe
seflalar que la evidencia actualmente disponible se basa en anali-
sis transversales*, por lo que no puede establecerse una relacién
causa-efecto. La segunda no esta presente en todos los pacientes
con EPOC, pero en aquellos en los que persiste en el tiempo, se
asocia a mayor mortalidad y frecuencia de exacerbaciones’.

El origen de la inflamacién sistémica en la EPOC es poco cono-
cido, y una de las hipétesis principales es el traspaso de inflamacién
del pulmén a la sangre (spill-over), por lo que de ser asi debe-
rian estar relacionadas. Sin embargo, la relacién entre inflamacién
pulmonar y sistémica en la EPOC es objeto de debate®~. Los estu-
dios publicados hasta la fecha tienen diversas limitaciones, como
su relativo pequefio tamafio muestral®®? o la falta de cuantifica-
cién simultanea (en el mismo paciente) de los mismos marcadores
inflamatorios en el compartimento pulmonar y sistémico'°.

Este estudio tiene por objeto superar estas limitaciones y evaluar
las posibles relaciones entre la inflamacién pulmonar y sistémica
en la EPOC mediante la cuantificacién de diversos marcadores infla-
matorios en esputo y suero obtenidos en el mismo individuo de
forma simultanea, en un nimero importante de pacientes con EPOC
(n=133) reclutados en la cohorte PAC-EPOC'!'2, Como objetivos
secundarios se evaluaron las potenciales asociaciones de lainflama-
ci6én sistémica con variables de funcién pulmonar que pueden estar
potencialmente relacionadas con la inflamacién pulmonar como
volumen espiratorio forzado durante el primer segundo (FEV;),
capacidad de difusién del monéxido de carbono (DL¢g) y presién
parcial de oxigeno en sangre arterial (PaO;).

Método
Poblacién y aspectos éticos

El estudio PAC-EPOC reclut6 342 pacientes hospitalizados por
primeraagudizacién de EPOC en 9 hospitales espafioles desde enero
de 2004 hasta marzo de 2006112, Los pacientes incluidos se estu-
diaron 3 meses después del alta hospitalaria (mds una semana de
desviacion como maximo) en fase de estabilidad clinica (8 semanas
sin nuevas agudizaciones ni cambios en la medicacion) y se siguie-
ron ambulatoriamente durante 3 afios'2. El diagnéstico de EPOC

se estableci6 en estabilidad clinica de acuerdo con las recomenda-
ciones ATS/ERS'3. Se excluyeron del estudio pacientes menores de
45 afos, con cancer, secuelas postuberculosas, neumonectomia y/o
neumoconiosis. En el presente estudio participaron los 133 pacien-
tes (39% del total) que disponian de muestras validas y simultineas
de inflamacién pulmonar y sistémica. El estudio fue aprobado por
el Comité de Etica de todos los hospitales participantes, y todos los
pacientes firmaron el consentimiento informado.

Caracterizacion clinica y funcional

Como se ha descrito previamente!!'2 los datos clinicos y de
historia tabaquica se obtuvieron a partir de cuestionarios valida-
dos. El indice de masa corporal (IMC) se calculé como la relacién
entre el pesoy el cuadrado de la altura en metros'!'2, La espirome-
tria forzada con prueba broncodilatadora, voliimenes pulmonares,
DLco y gasometria arterial se cuantificaron siguiendo metodolo-
gia estandar'416, Los valores de referencia de la espirometria,
volimenes pulmonares y DLcg corresponden a una poblacién
mediterrdnea!”8.

Inflamacién pulmonar

Siempre que fue posible, se obtuvo y se procesé una muestra
de esputo espontaneo al menos 60 min después de las pruebas
funcionales respiratorias (225 pacientes). En el caso de que el
paciente fuese incapaz de expectorar espontaneamente, la muestra
de esputo se obtuvo tras induccién con suero salino segiin meto-
dologia estandar'®. De los pacientes que se obtuvo una muestra
de esputo (n=225), 133 mostraron <20% de células escamosas y
fueron utilizados para el analisis2C.

En el sobrenadante del esputo se cuantificé la concentracién de
interleucina 6 (IL-6), IL-8 y factor de necrosis tumoral alfa (TNFo)
(Cytokine bead array system, BD Biosciences San Diego CA, EE. UU.).
El limite inferior de deteccién (LID) de IL-6, IL-8 y TNF« fue de 2,5,
de 3,6 yde 3,7 pg/ml, respectivamente. Siguiendo recomendaciones
previas, para evitar el sesgo debido a los pacientes que presenta-
ban valores inferiores al LID, en estos pacientes se asigné un valor
nominal de la mitad del LID'. Todas las determinaciones se realiza-
ron por duplicado en el laboratorio central del Hospital Universitari
Son Espases (Palma de Mallorca). Dado que el coeficiente de varia-
cién fue <10% en todos los casos, para el andlisis se utilizé el valor
medio de las 2 determinaciones.
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Las muestras de esputo también fueron cultivadas siguiendo la
metodologia habitual?!. La carga bacteriana se cuantificé mediante
unidades formadoras de colonias (ufc) por mililitro. Los cultivos se
consideraron positivos para colonizacién si hubo un crecimiento
minimo de 100ufc/ml de Haemophilus influenzae, Streptococcus
pneumoniae, Moraxella catarrhalis, Pseudomonas aeruginosa, ente-
robacterias y/o Staphylococcus aureus®?. En pacientes con cultivos
polimicrobianos se consideré para el andlisis el microorganismo
potencialmente patogénico (MPP) con mayor carga bacteriana.

Inflamacién sistémica

El mismo dia de la obtencién del esputo se obtuvo una mues-
tra de sangre venosa (20 ml) con EDTA por venopuncion periférica
entre las 08.00 y las 09.00 horas de la mafiana, tras ayuno de al
menos 6 h; a los fumadores activos también se les solicité que se
abstuvieran de fumar durante las 6h previas a la obtencién de
muestras biolégicas. La muestra de sangre asi obtenida fue inme-
diatamente centrifugada durante 10 min a 2.000rpm, y el suero
resultante se almacen6 a —80 °C hasta su analisis posterior.

Los niveles de proteina C reactiva (PCR) se determinaron por
duplicado mediante nefelometria de alta sensibilidad, con un LID
de 0,175 mg/l (Siemens Healthcare Diagnostics Products GMBH,
Marburg, Alemania). Los niveles séricos de IL-6, IL-8 y TNFa se
determinaron (por duplicado) por ELISA de alta sensibilidad (Bio-
source, Camarillo, CA, EE.UU.), con un LID de 0,03, de 0,10 y
de 0,13 pg/ml, respectivamente. Como se ha comentado anterior-
mente para las determinaciones de esputo, para evitar un sesgo a
la baja, en aquellos pacientes con valores inferiores al LID se asigné
un valor nominal de la mitad del LID'. Todos los anlisis se realiza-
ron de forma centralizada en el Hospital Universitari Son Espases
(Palma Mallorca). Dado que el coeficiente de variabilidad fue < 10%
en todos los casos, para el analisis de datos se utiliz6 el valor medio
de las 2 determinaciones.

Andlisis estadistico

El tamafio muestral del estudio PAC-EPOC (n=342) venia deter-
minado por sus objetivos principales'? y el nimero de pacientes
con datos disponibles para el presente estudio era de 133. Antes de
realizar ningan andlisis, calculamos el tamafio muestral necesario
para identificar como estadisticamente significativas una correla-
ci6én de 0,35 entre marcadores inflamatorios en suero y via aérea®
y una correlacién de 0,29 entre marcadores inflamatorios y FEV; 8,
usando el programa GRANMO 7.1223. Aceptando un riesgo alfa de
0,05 y un riesgo beta de 0,2 en un contraste bilateral, el nimero
de pacientes requerido es de 62 y 92, respectivamente, y en ambos
objetivos es superado por el nimero de pacientes disponible. La
normalidad de la distribucién de las variables se calculé con el test
de Kolgomorov-Smirnov. Los resultados se muestran como media
(desviacién estandar) en las variables que siguen distribucién nor-
mal o mediana [percentil 25-75] en caso contrario. Las variables
cualitativas se muestran como porcentaje. Para la comparacién
de los valores de 2 grupos se utilizé el test de t de Student para
variables de distribucién normal y el de Mann-Whitney o Wilco-
xon en caso de variables de distribucién no normal. La valoracién
de las diferencias entre variables cualitativas se realiz6 mediante
el test de Chi-cuadrado. La relacién entre las variables de infla-
macién pulmonar y sistémica se estimé mediante coeficientes de
correlaciéon de Spearman. Se considerd una correlacién muy baja,
baja, moderada o alta si el coeficiente de correlacién era en valor
absoluto <0,25,0,25-0,50,0,51-0,75 0 > 0,75, respectivamente?*. Se
considerd significativo un valor de p<0,05, excepto en el caso de
comparaciones/correlaciones mltiples, en el que el citado valor

Tabla 1
Datos clinicos y funcionales de los pacientes incluidos en el andlisis

Pacientes (n = 133)

Edad (afios), media + DE 69+9
Varones, n (%) 124 (93%)
Exposicion tabaco (paquetes-aio), media + DE 71 + 42
IMC, kg/m?2, media + DE 28 +5
FEV; (% referencia), media + DE 52+ 16
FEV,[FVC (%), media + DE 53 £ 12
DLco (% referencia), media 4+ DE 66 + 21
PaO, (mmHg), media+ DE 72+9
PaCO; (mmHg), media + DE 41 £5

DLco: capacidad de difusién del monéxido de carbono; FEV;: volumen espiratorio
forzado durante el primer segundo; FEV; /[FVC (%): cociente entre el volumen espira-
torio forzado durante el primer segundo y la capacidad vital forzada; IMC: indice de
masa corporal; PaO,: presién parcial de oxigeno en sangre arterial; PaCO,: presion
parcial de diéxido de carbono en sangre arterial.

de p se modificé de acuerdo a Bonferroni. El analisis estadistico se
realiz6 con el programa SPSS (SPSS Inc, Chicago, IL, EE. UU.).

Resultados
Caracteristicas clinicas y funcionales de los pacientes

De la cohorte inicial (342 pacientes), el esputo no se pudo
recoger en un tercio de los pacientes porque fueron incapaces de
expectorar, por lo que de entrada se evaluaron 225 pacientes con
esputo. Estos pacientes eran (p <0,05) mas jovenes (66 vs. 69 afios),
tenian menor exposicién tabaquica (58 vs. 69 paquetes-aiio), mayor
limitacion al flujo aéreo (FEV; 49 vs. 54% ref.) y menor valor de
DLco (60 vs. 67% ref.). De estos 225 pacientes, solo 133 tenian
esputo representativo. Sus caracteristicas clinicas eran similares a
los que no tenian un esputo valido, excepto que su FEV; era inferior
(52 vs.57%, p<0,05). De los 133 pacientes con esputo valido, en 76
se obtuvo el esputo espontineamente y en 57 fue inducido sin haber
diferencias clinicas ni biol6gicas entre ambas poblaciones (datos no
mostrados).

La tabla 1 muestra los principales datos antropométricos, clini-
cos y funcionales de los pacientes incluidos en el estudio.

Microbiologia

Treinta y nueve (29%) de los 133 pacientes en los que se
obtuvo una muestra valida de esputo estaban colonizados por MPP.
El MPP mas frecuentemente aislado fue Haemophilus influenzae
(n=22, 19%).

Marcadores inflamatorios

Latabla 2 muestralos niveles de biomarcadores inflamatorios en
esputo y en sangre (siempre superiores en esputo). La mediana de
PCR fue de 4,1 [1,9-7] mg/l. La figura 1 muestra la practica ausencia
de relacion entre los valores de IL-6, IL-8 y TNFa medidos simul-
tdneamente en el mismo paciente en suero y esputo. Se observa
una correlacién aislada, baja, con outliers y gran dispersion, entre
el TNFa en esputo y en sangre (r=0,24, p<0,01).

Tabla 2
Inflamacién en esputo y suero (mediana [percentil 25-75])
Esputo Suero

TNFa (pg/ml) 0,94 [0,92-18] 0,20 [0,05-0,6]
IL-8 (pg/ml) 11350 [3.908-1.6141] 4,2 [3,2-5,7]
IL-6 (pg/ml) 123 [53-259] 1,1[0,6-2]
PCR (mg/l) 4,1[1,9-7]
" p<0,01.
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Figura 1. Relacién de marcadores inflamatorios (IL-6, IL-8 y TNFa) en suero y esputo en 133 pacientes con EPOC estable.

Por otra parte, observamos que los marcadores inflamatorios
determinados en suero no tenian relacién (aunque alguna aislada,
pero aligual que en el caso anterior, con poca relevancia estadistica)
con los valores de FEV; (fig. 2), DL¢o (fig. 3), PaO, o edad (datos no
mostrados). Los resultados de las asociaciones entre la inflamacién
sistémica y la colonizacién bronquial se publicaron previamente
y solo se observé una asociacién aislada entre PCR y colonizacién
bronquial®°.

Discusion

La principal observaciéon de este estudio es la ausencia de
correlacion entre diversos marcadores inflamatorios determinados
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simultineamente en el mismo paciente con EPOC estable en sangre
y en esputo. Tampoco se identificaron asociaciones significativas
entre dichos marcadores con variables de funcién pulmonar, como
el FEVq, la DL¢g y la PaO,, o con la edad.

Estudios previos

Diversos estudios previos han evaluado las relaciones entre
inflamacién pulmonar y sistémica en pacientes con EPOC. Sin
embargo, presentan algunas limitaciones metodolégicas, como la
correlacién entre marcadores diferentes en los compartimentos
pulmonar y sistémico'?, o que evaltian las relaciones entre infla-
macién sistémica y variables de funcién pulmonar, asumiendo que
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Figura 2. Relacion entre el grado de limitacion al flujo aéreo (FEV1, % referencia) y marcadores inflamatorios determinados en suero.
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Figura 3. Relacion entre la capacidad de difusién (DLco % referencia) y marcadores inflamatorios determinados en suero.

estas son reflejo de la inflamacién pulmonar?>2°, Por otra parte, los
estudios que comparan los mismos marcadores en sangre y pulmén
tienen un tamafio muestral pequefio (<30 pacientes)®8°, Nuestro
estudio compara los mismos marcadores en suero y esputo en una
muestra muy superior (133 pacientes) a la de estos estudios pre-
vios, y ademas, a diferencia de estos, nuestros pacientes estaban
mejor caracterizados!! 12,

Interpretacion de los resultados

Se ha sugerido que la inflamacién sistémica en pacientes con
EPOC se debe al paso de células y/o proteinas inflamatorias desde
el pulmén a la sangre (spill-over)’. Esta hipétesis se basaba en
observaciones previas en animales de experimentacién?’ y
en humanos?® que demostraban que el paso de proteinas pulmo-
nares a la circulacién sistémica era posible. Nuestros resultados
no apoyan la teoria del spill-over porque no observamos ninguna
relacién relevante entre marcadores de inflamacién pulmonar y
sistémica determinados en el mismo paciente de forma simulta-
nea (fig. 1). Por el contrario, nuestras observaciones sugieren que
la respuesta inflamatoria en estos 2 compartimentos biolégicos
en pacientes con EPOC estable tiene mecanismos de regulacién
diferentes. La ausencia de correlaciones relevantes entre infla-
macién sistémica y variables de funcién pulmonar (figs. 2 y 3)
apoya esta interpretacién y estd en concordancia con diversos
estudios previos??°-31, En la misma linea, la colonizacién bron-
quial, que se asocia a una marcada respuesta inflamatoria local?°,
no asociaria un incremento paralelo de estos mismos marcado-
res a nivel sistémico en nuestros pacientes, aunque asociandose
de forma aislada a niveles mas elevados de PCR en sangre en los
pacientes colonizados?® pero de menor magnitud que los obser-
vados durante las agudizaciones de la enfermedad®. En conjunto,
todas estas observaciones indican que la presencia de inflamacién

sistémica es una caracteristica fenotipica independiente en la EPOC
cuyo origen y consecuencias tendran que ser definidos en futuros
estudios.

Finalmente, cabe comentar que la relacién entre marcadores
inflamatorios sistémicos y edad es controvertida?; en nuestro caso
no objetivamos ninguna correlacién.

Implicaciones clinicas potenciales

Si, como sugieren nuestros resultados, la inflamacién sistémica
es una caracteristica fenotipica independiente en la EPOC, y su pre-
sencia se asocia a una mayor frecuencia de agudizaciones y superior
mortalidad’, se precisan ensayos clinicos aleatorizados que eva-
lden diversas alternativas terapéuticas en pacientes con EPOC con
estas caracteristicas. En este sentido es de interés sefialar el estudio
piloto de McDonald et al.?2, en el que se utiliza el valor de PCR para
indicar tratamiento con estatinas; los pacientes tratados mostraron
una reduccioén significativa de la PCR.

Fortalezas y limitaciones

El tamafio muestral de nuestro estudio (n=133), muy supe-
rior al de estudios previos®?, la completa caracterizacién clinica
de los pacientes estudiados (funcién pulmonar, estado nutricio-
nal, microbiologia, comorbilidades, etc.), y especialmente el hecho
de que los diferentes marcadores inflamatorios analizados hayan
sido determinados simultineamente en suero y esputo son cla-
ras fortalezas del mismo. Como cualquier estudio, sin embargo, el
nuestro también tiene limitaciones, entre las que cabe destacar:
1)La inflamacién determinada en esputo podria no ser idéntica a la
existente en tejido pulmonar. 2) No se obtuvo esputoen 117 pacien-
tes de la cohorte inicial de 342 pacientes (34%); estos pacientes
eran mas jévenes (66 versus 69 afios), mas fumadores (58 versus
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69 pag-a)y con peor funcién pulmonar (49% versus 54%). Ello podria
explicarse por la mayor historia de tabaquismo que podria favo-
recer la expectoracién®> o que de per se podria constituir otro
fenotipo. Por lo que se refiere a la edad, a pesar de que las dife-
rencias fueron estadisticamente significativas, en valor absoluto
fueron clinicamente irrelevantes (3 afios). 3) Solo se obtuvo esputo
valido en 133 pacientes del total 225 con esputo. Los pacientes con
esputo valido del resto de pacientes que consiguieron expectorar
se diferenciaron solo en el FEV; (52 versus 57%, p < 0,05). Este fen6-
meno ya se ha descrito en otros estudios, que han observado una
correlaciéon directa entre el esputo valido y el grado de obstruc-
cién al flujo aéreo>“. Por lo que respecta al porcentaje de esputos
validos respecto al total de la cohorte (133/342; 39%), es similar
a otras series>>36, 4)Los datos microbiol6gicos se publicaron en
otro articulo?, pero los objetivos del presente estudio son diferen-
tes y la gran mayoria de resultados también. Para complementar
mejor las relaciones entre la inflamacién pulmonar se han afiadido
estos datos de microbiologia. 5) La mayoria de los pacientes eran
hombres, por lo que nuestros resultados no se pueden extrapolar
directamente a mujeres, ya que la enfermedad se manifiesta de
forma diferente®”.

Conclusiones

En pacientes con EPOC estable no existe correlaciéon entre la
inflamacién pulmonar y sistémica, lo que sugiere que la hip6te-
sis del spill-over es poco probable y los mecanismos patogénicos
responsables de lainflamacién en ambos compartimentos soninde-
pendientes.
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