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Inflamacion sistémica durante las agudizaciones
de la enfermedad pulmonar obstructiva cronica
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OBJETIVO: La concentracion de varias citocinas inflamato-
rias y proteinas de fase aguda esta incrementada en la circu-
lacién sistémica de pacientes con enfermedad pulmonar obs-
tructiva crénica (EPOC) en fase estable. Sin embargo, no se
ha investigado hasta ahora si estos marcadores de inflama-
cién aumentan durante la agudizacion de la enfermedad, o
se modifican con el tratamiento esteroide.

Por este motivo, los objetivos de este estudio son: 1) des-
cribir la evolucion de varios marcadores inflamatorios en la
circulacion sistémica durante la agudizacion de la EPOC, y
2) valorar los potenciales efectos del tratamiento esteroide
durante esta agudizaciéon.

METopOSs: Los valores en suero del factor de necrosis tumo-
ral o (TNF-o), interleucina 6 (IL-6), interleucina 8 (IL-8) y
proteina Creactiva (PCR) se determinaron en 10 pacientes
(65 + 2 afios) con EPOC grave (FEV, 35 + 4% referencia), hos-
pitalizados debido a un fracaso respiratorio agudo (PaO, 57 +
2 mmHg; PaCO, 48 + 3 mmHg). Las muestras de sangre fue-
ron obtenidas en la sala de urgencias (antes de comenzar el
tratamiento con esteroides i.v.), en las primeras 24 h de hospi-
talizacion, en el momento del alta médica y 2 meses mas tarde.
Paralelamente se estudiaron 8 sujetos sanos no fumadores de
edad similar (54 + 3 afios) que se utilizaron como casos control.

RESULTADOS: En comparacion con los casos control, los pa-
cientes de EPOC evidenciaron en la sala de urgencias con-
centraciones mas elevadas de IL-6 (5,1 = 1,6 frente a 1,8 + 0,5
pg/ml; p < 0,05) y PCR (2,2 + 04 frente a 0,6+ 0,2 mg/dl; p <
0,005), pero concentraciones similares de IL-8 (29 + 11,3
frente a 34,7 + 10,3 pg/ml; p = ns). Durante su recuperacion,
y a pesar del uso de esteroides i.v., ninguno de estos valores
se modifico de manera estadisticamente significativa. Dos
meses después del alta hospitalaria tampoco se observaron
cambios en los valores de los marcadores estudiados.

El ensayo ELISA utilizado no fue capaz de detectar TNF-ou
ni en los pacientes ni en los casos control en ninguna de las
muestras obtenidas.

CoNCLUSION: Estos resultados indican que: a) existe evi-
dencia de inflamacién sistémica durante una agudizacién
del EPOC, y b) esta inflamacion sistémica no parece estar
influenciada de manera significativa por el tratamiento con
esteroides por via intravenosa.

Palabras clave: Bronquitis cronica. Enfisema. Inflamacion. Tra-
tamiento antiinflamatorio.

Systemic inflammation during exacerbations
of chronic obstructive pulmonary disease

OBJECTIVE. The circulating blood levels of several inflam-
matory cytokines and acute phase proteins are higher in
patients with stable chronic obstructive pulmonary disease
(COPD). However, whether or not these inflammatory
markers increase during COPD exacerbation or are modi-
fied by corticosteroid treatment has not been investigated.

The objective of this study was therefore 1) to describe
changes in several inflammatory markers in systemic cir-
culation during COPD exacerbation, and 2) to assess the
potential effects of corticosteroid treatment during exacer-
bation.

METHODS. Serum levels of tumor necrosis factor-alpha
(TNF-alpha), interleukin 6 (IL-6), interleukin 8 (IL-8) and
C-reactive protein (CRP) were determined for 10 patients
(65 £ 2 years old) with severe COPD (FEV1 35 * 4% refe-
rence) who were hospitalized for acute respiratory failure
(PaO2 57 £ 2 mm Hg; PaCO2 48 + 3 mm Hg). Blood sam-
ples were obtained in the emergency room (before starting
intravenous corticosteroid treatment), during the first 24
hours of admission, upon discharge and two months later.
Eight healthy non-smokers of a similar age (54 + 3 years)
were also studied as control subjects.

ResuLts. The COPD patients had higher concentrations
of IL-6 (5.1 £ 1.6 vs. 1.8 £ 0.5 pg/mL, p < 0.05) and CRP (2.2
+ 0.4 vs. 0.6 = 0.2 mg/dL, p < 0.005) than did controls, but
the concentrations of IL-8 were similar (29 + 11.3 vs. 34.7 +
10.3 pg/mL, p = ns). No statistically significant changes were
seen either during recovery, in spite of intravenous corticos-
teroid treatment, or two months after discharge.

The ELISA test used was unable to detect TNF-alpha in
any of the samples obtained from either patients or controls.

ConNcLUSION. The results show that 1) there is evidence of
systemic inflammation during exacerbation of COPD, and
2) such systemic inflammation does not appear to be in-
fluenced significantly by intravenous corticosteroid treat-
ment.
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Anti-inflamatory treatment
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Introduccion

La enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC)
se caracteriza por una excesiva respuesta inflamatoria
a agentes inhalados, fundamentalmente al humo de ta-
baco!?. Se puede detectar esta respuesta inflamatoria en
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sangre periférica de pacientes con EPOC estable®*, me-
diante la elevacion de los valores plasmaticos de factor
de necrosis tumoral o0 (TNF-o), interleucina (IL) 6, IL-8
y proteinas de fase aguda (proteina C reactiva [PCR])%*.
Se postula que durante la agudizacién de la enfermedad
se produce un aumento del proceso inflamatorio pulmo-
nar, pero hasta ahora no se ha investigado cémo se refleja
este proceso de agudizacion en la circulacion periférica.

Se propugna el tratamiento con esteroides durante la
agudizacién de la enfermedad, pero no se sabe cémo y
en qué grado este tratamiento afecta al proceso de infla-
macion sistémica.

Por tanto, este estudio pretende investigar: a) si existe
evidencia de inflamacién sistémica durante una agudi-
zacion del EPOC que requiere hospitalizacion, y b) los
efectos potenciales del tratamiento con esteroides por
via intravenosa sobre el perfil inflamatorio sistémico.

Métodos
Sujetos de estudio

Se estudié de forma consecutiva a 10 pacientes varones hos-
pitalizados debido a una agudizacién de su EPOC junto con 8
varones voluntarios sanos no fumadores de edad similar, reclu-
tados entre el personal de nuestro hospital y que no tenian an-
tecedentes de enfermedades inflamatorias actuales o pasadas.
Todos los pacientes eran ex fumadores (> 20 paquetes/afio), y
acudieron a urgencias de nuestro hospital debido a un incre-
mento de los sintomas respiratorios en los dias previos. No
presentaban signos de posible infeccién como fiebre y expec-
toracién purulenta, y su funcién cardiaca era normal. Todos
presentaron fracaso respiratorio a su ingreso (PaO, 57 + 2
mmHg; PaCO,, 48 + 3 mmHg, sin respiracion asistida). Se ex-
cluy6 a los pacientes con evidencia de neumonia u otras enfer-
medades que pudieran interferir su diagndstico y/o su evolu-
cién clinica, tal como asma bronquial o cdncer de pulmén.
Todos habian sido tratados con broncodilatadores inhalados
antes de su ingreso hospitalario. Sélo cuatro de ellos habian re-
cibido esteroides inhalados (por via nasal) antes del estudio.

Durante su hospitalizacién, el tratamiento estandarizado
para todos los pacientes incluia: oxigenoterapia, broncodilata-
dores inhalados, antibidticos y esteroides por via intravenosa
con una dosis fija de 120 mg/dia de metilprednisolona durante
los primeros 3 dias. Mds tarde esta dosis fue reduciéndose y
pasé a ser administrada por via oral. Por norma general, los
pacientes fueron dados de alta con una dosis de 10-15 mg/dia
de prednisolona via oral con instrucciones para reducir gra-
dualmente la dosis durante los 10 dias siguientes al alta.

En el momento de obtener el alta hospitalaria, todos los pa-
cientes presentaban una obstruccion irreversible al flujo de
aire (FEV, 35 * 4% referencia).

Dos meses mds tarde de ser dados de alta, ninguno de los
pacientes recibia esteroides orales, aunque cuatro de ellos es-
taban en tratamiento con esteroides inhalados.

Todos los participantes dieron su consentimiento escrito
después de ser informados con todo detalle de la naturaleza,
caracteristicas, riesgos y potenciales beneficios del estudio.
Esta investigacion habia sido aceptada por el comité de ética
de nuestro hospital.

Diserio del estudio

En todos los participantes (pacientes y casos control) se
determinaron los valores en suero de TNF-a, IL-6, IL-8 y
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PCR en sangre venosa periférica obtenida por puncion de la
vena antecubital. Las muestras de los pacientes se obtuvieron
durante su hospitalizacién de una manera seriada: en la sala
de urgencias (antes del inicio del tratamiento con esteroides
por via intravenosa), durante las primeras 24 horas de hospi-
talizacidn (con esteroides por via intravenosa), en el momen-
to del alta médica (8-10 dias después de su ingreso), y dos
meses mds tarde. Los casos control se estudiaron solamente
en una ocasion. Las muestras fueron centrifugadas a 1.200 g
durante 10 min inmediatamente después de su extraccion.
Las muestras de suero se congelaron a —70 °C hasta su anali-
sis. Todas las muestras se analizaron de forma similar y si-
multdnea a la finalizacion del estudio (véase mas adelante).
En el momento del alta médica, se realizé una espirometria
forzada (GS Warren Collins, EE.UU.) y una gasometria de
sangre arterial (IL BG3, Izasa, Spain) a los pacientes de acuer-
do a las directrices internacionales'?. Los valores de referencia
espirométricos fueron los correspondientes a los de la pobla-
cién mediterranea'.

Medicion de citocinas y proteinas de fase aguda

La concentracién sérica de TNF-a, IL-6 e IL-8 se midi6 me-
diante un enzimoinmunoensayo tipo sandwich (ELISA). Para
la determinacién de TNF-o e IL-6, se incubaron placas de mi-
crotiter de 96 pocillos recubiertos del correspondiente anti-
cuerpo monoclonal (Endogen, Inc. MA, EE.UU.) con 50 pl de
estdndares de recombinante humano de la correspondiente ci-
tocina (Endogen, Inc. MA, EE.UU.) o muestras desconocidas
y 50 pl de anticuerpo marcado con biotina (Endogen, Inc. MA,
EE.UU.) a 20-25 °C durante 2 h. Para la determinacién de
IL-8, se incubaron placas de microtiter de 96 pocillos recubier-
tos del correspondiente anticuerpo monoclonal (Endogen, Inc.
MA, EE.UU.) con 50 pl de estandares de recombinante huma-
no de la correspondiente citocina (Endogen, Inc. MA, EE.UU.)
o muestras desconocidas y 50 pl de anticuerpo marcado con
biotina (Endogen, Inc. MA, EE.UU.) a 20-25 °C durante una
hora. A continuacion, las placas se lavaron tres veces con tam-
pén de lavado (Endogen, Inc. MA, EE.UU.) y se incubaron
con 50 ul de anticuerpo marcado con biotina (Endogen, Inc.
MA, EE.UU.) a 20-25 °C durante una hora. Al final del perio-
do de incubacion, las placas se lavaron tres veces con tampon
de lavado (Endogen, Inc. MA, EE.UU.) y se incubaron durante
30 min a 20-25 °C con 100 pl de solucién Streptavidina-HRP
(Endogen, Inc. MA, EE.UU.). Después, las placas se lavaron
de nuevo tres veces con tampén de lavado y se incubaron
con 100 pul de solucion TMB Sustrate (Endogen, Inc. MA,
EE.UU.) durante 30 min a 20-25 °C en oscuridad. La absor-
bancia a 450 nm se ley6 utilizando un fotémetro de placa (Ti-
tertek Multiskan plus, Labsystem and Flow Laboratories, Fin-
landia). Los limites de deteccién del ensayo fueron 5 pg/ml
para TNF-o, 1 pg/ml para IL-6 y 2 pg/ml para IL-8. La con-
centracién de PCR se midié por turbidimetria con un limite de
deteccion de 0,3 mg/dl (Synchron Cx7 Delta, Beckman Instru-
nents Inc, Brea, CA, EE.UU.). Los coeficientes de variacion
del ensayo de TNF-a, IL-6 y IL-8 fueron del 10%.

Andlisis estadistico

Los resultados se expresan como media + ESM. Los valo-
res medidos en pacientes, y casos y controles se compararon
entre si mediante un test de T no pareado. Con la finalidad de
determinar los efectos del tratamiento esteroide en pacientes
con EPOC, los valores medidos en los pacientes durante su
hospitalizacién y después de ser dados de alta se compararon
utilizando el test ANOVA. Un valor de p inferior a 0,05 se
considerd estadisticamente significativo.
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o Resultados
_ * Los pacientes presentaron una media + ESM de edad
o0 de 65 +£ 2 afios. Los sujetos control fueron algo mas jo-
—~ | venes (54 + 3 afios; p < 0,05). Todos los pacientes fue-
15 15 | ron ex fumadores de consideracidn (67 cajetillas/aio)
g mientras que ninguno de los sujetos control fumaba.
© _ No se detecté TNF-a ni en los pacientes ni en los
= 10+ casos control en ninguna ocasién. En la figura 1 se ex-
7] ponen los valores individuales IL-6, IL-8 y PCR deter-
5 o minados en los casos control y en los pacientes. En la
4 = sala de urgencias (antes del comienzo del tratamiento
0~ B con esteroides por via intravenosa) los pacientes pre-
140 sentaron concentraciones elevadas estadisticamente
120 - significativas de IL-6 (5,1 = 1,6 frente a 1,8 £ 0,5
- pg/ml; p < 0,05) y PCR (2,2 + 0,4 frente a 0,6 £ 0,2
£ 100 mg/dl; p < 0,005), pero concentraciones de IL-8 simila-
9 g res (29 + 11,3 frente a 34,7 + 10,3 pg/ml; p = ns) a las
=y - concentraciones de los casos control (fig. 1). Estos re-
= 60— e sultados se mantuvieron invariables cuando los 4 pa-
40 ] o cientes que habian recibido esteroides inhalados antes
4 = de la toma de muestras fueron excluidos del analisis.
20+ 8 Durante su recuperacion, y después del uso de esteroi-
o - des por via intravenosa, tampoco ninguna de estas con-
centraciones se modific6 de una manera estadistica-
19— o . <
| mente significativa (fig. 1). Dos meses después de ser
10— o dados de alta, dichas concentraciones permanecian in-
_ variables (fig. 1). No se encontré ninguna correlacién
-~ g con significacién estadistica entre los niveles de estos
=y — marcadores inflamatorios y distintas variables clinicas
£ 6 (como indice de masa corporal) o variables funcionales
e T (como FEV , Pa0O,).
a 4
27 o Discusion
o & Este estudio demuestra que el estado inflamatorio
Controles EPOC —~ sistémico anormal de pacientes con EPOC en condicio-
0 -~ A B nes estables** se mantiene (y no parece estar aumenta-
do) durante la agudizacién de la enfermedad. A la vez

Fig. 1. Valores individuales de IL-6, IL-8 y PCR en los casos control (su-
jetos sanos) [cuadrado abierto (1] y en los pacientes con EPOC (simbolos)
determinados seriadamente durante un episodio de agudizacion que re-
queria hospitalizacién: en la sala de urgencias, en las primeras 24 h des-
pués de su ingreso hospitalario, en el momento del recibir el alta (8-10
dias después de su ingreso) y 2 meses mas tarde. Las barras indican los
valores medios. No se detect6 TNF-o en ninguna muestra de pacientes ni
de casos control en ninguna extracciéon. *p < 0,05: **p < 0,005. IL: inter-
leucina; PCR: proteina C reactiva; EPOC: enfermedad pulmonar obs-
tructiva cronica; TNF-o: factor de necrosis tumoral o.

TABLA 1
Datos clinicos y de funcién pulmonar de los pacientes
con EPOC
Pacientes con EPOC
SU | 24h Alta 2 meses
PaO, (mmHg)* 57+19 ND 61,8+1,7 618+3
47,7+27 ND 456+32 414+19

PaCO, (mmHg)*
H* 7,39 +0,01 ND 743+0,01 7,42+0,01

FEV, (% ref.) ND ND 34,7+4 ND

FEV,/FVC (%) ND ND 44,7+33 ND

*En aire ambiente. EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crénica; ND: no dis-
ponible.
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pone de manifiesto que no se desarrolla una respuesta al
tratamiento antiinflamatorio con esteroides por via in-
travenosa. Indudablemente, no se trata de un estudio
controlado. Es un estudio prospectivo y seriado y, por
tanto, sujeto a varias limitaciones; la principal es el nd-
mero relativamente pequefio de sujetos estudiado, moti-
vado por la dificultad en la realizacién del seguimiento
completo de los pacientes (el nimero de casos y contro-
les estudiados estd en concordancia con el nimero de
pacientes). No obstante, este estudio proporciona infor-
macidén no descrita todavia.

Los estudios previos ponen de manifiesto que tiene
lugar una inflamacién excesiva en los pulmones de los
pacientes con EPOC'? y que dicha inflamacién puede
detectarse en la circulacién sistémica®*. Por ejemplo, en
dos estudios se han encontrado valores elevados de cito-
cinas y proteinas de fase aguda en pacientes con EPOC
estable>S. Los resultados obtenidos dos meses después
del alta hospitalaria en nuestro estudio concuerdan con
estas observaciones (fig. 1). Sin embargo, el rango de
valores de PCR observado (1-4 mg/dl) indica la presen-
cia de un estado inflamatorio de grado leve'?!*, Durante
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la sepsis, por ejemplo, los valores de PCR son mds altos
y generalmente varian entre 4 y 20 mg/dl'*. No se en-
contraron valores elevados de IL-8 en ninguno de nues-
tros pacientes. Este hecho aparentemente contrasta con
un estudio previo en el que se ha descrito un incremento
de los valores de IL-8 en los pacientes con EPOC esta-
ble®. Aun asi, en este estudio sélo se pudo detectar IL-8
en la mitad de los pacientes estudiados®.

A nuestro entender, este estudio es pionero en la in-
vestigacion del perfil inflamatorio sistémico de la
EPOC durante una agudizacién de la enfermedad. Se
pone de manifiesto que en la sala de urgencias la con-
centracion de IL-6 y PCR es mds elevada en los pacien-
tes que en los casos control (fig. 1). Este hecho indica
que durante una agudizacién de la EPOC hay evidencia
de inflamacién sistémica como ocurre en los pacientes
con EPOC estable. Sin embargo, la observacién de que
dos de los 10 pacientes estudiados presentan resultados
de PCR, dentro del rango de normalidad en la sala de
urgencias, cuestiona la validez de esta proteina como
marcador de fase aguda en la EPOC y corrobora su ma-
yor utilidad en la monitorizacién de la enfermedad por
medio de determinaciones seriadas.

La sintesis de IL-6 se produce en las células de un
gran ndmero de tejidos, pero los sitios principales de
produccién in vivo son probablemente los monocitos
estimulados® y las células endoteliales. Se sabe que la
IL-6 es un importante inductor fisioldgico de la sintesis
de proteinas de fase aguda en el higado, y la IL-1 y el
TNF-a desempefian un papel secundario'”-'®. La corre-
lacién entre la IL-6 y la PCR observada en nuestro estu-
dio (fig. 1) corrobora este hecho. Estos marcadores in-
flamatorios no fueron significativamente diferentes
entre si, cuando se determinaron dos meses después de
su alta hospitalaria (fig. 1). Esta observacién sugiere
que la inflamacién sistémica de la EPOC no estd au-
mentada durante el proceso de agudizacién de la enfer-
medad y que, por tanto, el aumento del estado infla-
matorio basal que ocurre en estas condiciones estd
probablemente localizado en los pulmones. La posibili-
dad de que los esteroides puedan haber reducido par-
cialmente el valor elevado de los marcadores durante la
agudizacién, produciendo una aparente falta de varia-
cion entre los estados agudizado y estable, se puede ex-
cluir teniendo en cuenta que las muestras de la sala de
urgencias se obtuvieron antes del comienzo del trata-
miento con esteroides por via intravenosa. Ademads, el
tratamiento con esteroides por via intravenosa durante
el perfodo de recuperacién de la agudizacién no influy6
de manera estadisticamente significativa en la con-
centracion de dichos marcadores inflamatorios (fig. 1).
De hecho, la ausencia de efecto de los esteroides sobre
los marcadores inflamatorios en la EPOC concuerda
con estudios previos en esputo inducido® y en aire ex-
halado?! en EPOC en fase estable, asi como con su dis-
creto efecto clinico publicado recientemente en un
amplio estudio multicéntrico?. Estas observaciones
contrastan con las de otras enfermedades pulmonares
inflamatorias, como el asma bronquial, en la que los ci-
tados marcadores inflamatorios responden favorable-
mente a la terapia antiinflamatoria®®,
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Una mejor comprension de esta diferencia de com-
portamiento seria de gran valor para explicar los meca-
nismos inflamatorios celulares del EPOC y mejorar las
alternativas terapéuticas a utilizar en el futuro.

Se trata del primer estudio que investiga la variacién
de los valores séricos de TNF-a durante un proceso de
agudizacién grave de la EPOC. A pesar de la utilizacion
de un ensayo ELISA, que se correlaciona en gran medi-
do con el TNF-a bioldgicamente activo®, no se detectd
TNF-o ni en los pacientes ni en los casos control. Un
estudio reciente que también utiliza un ensayo ELISA
para cuantificar el TNF-a en pacientes con EPOC esta-
ble obtiene idénticos resultados®. Por contraposicion,
otros autores sugieren que la EPOC puede estar asocia-
do a valores aumentados de TNF-o.. No obstante, estos
autores o bien han analizado esputos inducidos®, o bien
han utilizado métodos analiticos mds sensibles (radioin-
munoanalisis)?, o bien sélo han hallado valores séricos
del TNF-o elevados en un subgrupo de pacientes con
pérdida de peso?®, o bien han estimulado monocitos cir-
culantes in vitro para activar la produccién de TNF-o?’.
El TNF-a biol6gicamente activo es dificil de detectar
en el suero ya que rdpidamente forma complejos con su
receptor'®??°  Dado que algunos autores han publicado
valores elevados de receptores de TNF-a en la EPOCS,
se puede especular que la incapacidad para detectar
TNF-a en los pacientes con un proceso de agudizacién
grave de EPOC se debe a la unién de la dicha citocina a
los receptores circulantes de TNF-c.

En resumen, este estudio demuestra que el estado
inflamatorio crénico de los pacientes con EPOC es de-
tectable en la circulacién sistémica y que este perfil
inflamatorio tipico persiste en el tiempo y no parece au-
mentar durante la agudizacién de la enfermedad. Asi-
mismo, los resultados obtenidos en este estudio indican
que la inflamacién sistémica no se ve modificada por la
terapia antiinflamatoria con esteroides. Las implicacio-
nes clinicas y terapéuticas de estos resultados requieren
investigaciones adicionales futuras.
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