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El esputo inducido en el asma: estudio de validez y repetibilidad

J. Belda, J. Giner, P. Casan y J. Sanchis

Unidad de Funcién Pulmonar. Departamento de Neumologia. Hospital de la Santa Creu i de Sant Pau. Barcelona.

El objetivo de este estudio ha sido determinar la validez y
repetibilidad del proceso del recuento celular total y dife-
rencial (RD) y de la determinacion de proteina catiénica del
eosinéfilo (PCE) en el esputo inducido (EI).

Anadlisis clinico de la validez y fiabilidad de un instrumen-
to de medida llevado a cabo en 21 asmaiticos (edad: 31 [14]
afios, FEV: 78 [21]% val. referencia, PC,,FEV,: 0,02 [1,1]
mg/ml) y 10 sujetos sanos (30 [3] afios, FEV,: 99 [12]% val.
referencia, PC,)FEV,: >8 [3,7] mg/ml).

De cada individuo se obtuvo una muestra de esputo con
suero salino hipertonico. Se separaron los tapones bronquia-
les de la saliva y se distribuyeron en dos porciones con la mi-
nima contaminacién de células escamosas posible. Ambas
porciones fueron tratadas independiente y simultianeamente
antes de 2 h, con una solucién de dithiothreitol para disper-
sar las células y centrifugarlas. El sobrenadante se decanté y
congelé a -70 °C para la posterior determinacion de la PCE.
El sedimento se tiii6 con las tinciones de Papanicolaou, azul
de toluidina y hematoxilina-eosina. El RD se expresé como
porcentaje del total de células inflamatorias. La PCE se de-
terminé con un CAP-System y el kit comercial (Pharmacia
Diagnostics S.A., Uppsala, Suecia).

Dos sujetos de cada grupo fueron incapaces de producir
una muestra adecuada de esputo (un 20% de los sanos y un
10% de los asmaticos). La validez del método se comprobé
al obtenerse diferencias significativas entre asmaticos y suje-
tos sanos, tanto en el nimero de eosinéfilos como en la PCE
del EL La repetibilidad del método se comprobé por la dife-
rencia entre ambas porciones del EI, que no fue significativa
para los diferentes tipos celulares, ni para la determinacién
de PCE. El coeficiente de correlaciéon intraclase entre las
porciones del EI oscilé entre el 48 y el 77% para todos los ti-
pos celulares, excepto para las células escamosas, que fue
del 18%; para la PCE fue del 98%.

El RD y la determinacién de PCE en el esputo inducido
por suero salino hiperténico son validos y repetibles.

Palabras clave: Esputo inducido. Asma. Marcadores inflama-
cion.

Arch Bronconeumol 1997; 33: 325-330

Induced sputum in asthma: a study of validity
and reproducibility

To assess the validity and reproducibility of determining
total and differential cell (DC) counts and of eosinophilic ca-
tionic protein (EPC) levels in induced sputum.

Clinical analysis of validity and reliability of a measure-
ment tool.

Twenty-one asthmatics [age: 31(14) years; FEV,: 78(21)%
of reference value; PC,FEV,: 0.02(1.1)mg/ml] and 10 heal-
thy subjects [age: 30(3) years, FEV,: 99(12)% of reference
value, PC, FEV,: >8(3.7)mg/ml].

A sputum sample was collected from each individual using
hypertonic saline. Sputum was separated from saliva and
then divided into two portions as uncontaminated as possible
by squamous cells. Both portions were treated independently
and simultaneously within two hours with a solution of bit-
hiothreitol to disperse the cells, and then centrifuged. The
supernatant was poured off and frozen al —70° for later de-
termination of EPC. The sediment was stained with Papani-
colaou stain, toluidine blue and eosinhematoxylin. DC count
was expressed as a percentage of total inflamatory cells. ECP
was determined with a CAP-System and a commercial kit
(Pharmacia Diagnostics SA, Uppsala, Sweden).

Two subjects in each group were unable to produce valid
sputum samples (20% of healthy subjects and 10% of asth-
matics). The validity of the method was demonstrated by
significant differences between asthmatics and healthy sub-
jects in both eosinophil and EPC levels. The reproducibility
of method was verified by comparing the results for the spu-
tum fractions; no significant differences were found in cell
counts or EPC levels. The within-group correlation coeffi-
cients for the sputum fractions ranges between 48 and 77 %
for all cell types, except squamous cells, which gave a coeffi-
cient of 18%. For EPC the correlation coefficient was 98 %.

DC and EPC determinations in sputum induced by hyper-
tonic saline are valid and reproducible.
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Introducciéon

El papel de la inflamacién, tanto en la patogenia
como en la evolucion de la enfermedad asmatica, es ac-
tualmente incuestionable’. Numerosos trabajos han in-
tentado “marcar” el tipo y el grado de inflamacion exis-
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tente en las vias aéreas del paciente asmdtico para poder
asi determinar el prondstico y el tratamiento mas ade-
cuado en cada momento. Cldsicamente, los marcadores
son clinicos o funcionales y no siempre se relacionan
con el grado de inflamacién?.

En afios recientes se han introducido marcadores bio-
16gicos (como la protefna catidnica del eosindfilo
[PCE]), determinados mediante técnicas de radioinmu-
noandlisis, que se correlacionan satisfactoriamente con
la intensidad del cuadro clinico®. Sin embargo, estas de-
terminaciones se realizan en sangre periférica, con la li-
mitacién que ello supone para representar lo que real-
mente ocurre en el pulmén. Al mismo tiempo y
coincidiendo con el auge del sida, han aparecido técni-
cas no invasivas de recogida de secrecién bronquial,
que reflejan més correctamente los procesos locales
pulmonares. El esputo, ya sea espontdneo o inducido, es
un material potencialmente dtil para estudiar los cam-
bios celulares y metabélicos que la inflamacion produce
en la mucosa bronquial del paciente asmdtico*. Estudios
previos han comprobado que el uso de muestras de es-
puto inducido (EI) de pacientes asmaticos es reproduci-
ble y qtil para la investigacién de la inflamacién de la
via aérea en el asma’8. Sin embargo, trabajos mas re-
cientes han puesto de manifiesto que pequefias variacio-
nes en la técnica, a falta de un estandar establecido, po-
drian producir notables diferencias en los resultados® 3.

Nuestro propésito fue comprobar la validez del re-
cuento diferencial (RD) y de la determinacién de PCE
en el El de sanos y asmiticos moderados, asi como es-
tudiar la repetibilidad del procedimiento de medicién
del RD y de la PCE.

Material y método
Pacientes

Se estudiaron 21 enfermos asmadticos que acudian a nuestro
centro para estudio de su enfermedad y 10 individuos sanos,
todos no fumadores. Los enfermos asmdticos cumplian los
criterios de diagnostico de asma descritos por la SEPARM™ y
padecian asma moderada segtin la clasificacion del Consenso
Internacional'’, bien controlada y en situacién de estabilidad
clinica en el dltimo mes'® e historia de tratamiento con corti-
coides inhalados durante al menos un afio. Los individuos sa-
nos no tenfan historia de clinica respiratoria, alérgica, o enfer-
medad alguna conocida. El protocolo del estudio fue aceptado
por el comité de ética de nuestro centro y todos los individuos
participaron voluntariamente en el estudio, habiendo sido cui-
dadosamente informados de sus caracteristicas y propasito.

Método

A todos los participantes se les indujo el esputo con suero
salino hiperténico, segin el método descrito por Pin et al’. Re-
sumido brevemente, consiste en realizar una espirometria ba-
sal y administrar 200 pg de salbutamol; los valores posbronco-
dilatador se tomaban como referencia para el resto de la
prueba. Tras un lavado cuidadoso de la nariz y boca con agua,
se incitaba al paciente a recoger una muestra de esputo. Si el
paciente era incapaz de expectorar una muestra adecnada se le
hacfa respirar un aerosol de una solucién salina de NaCl hiper-
ténico al 3% durante 10 min (Ultraneb 2000, DeVilbiss Health
Care Inc. Somerset, PA, EE.UU.). La solucién se generaba en
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el momento de la prueba. Tras ello, se le pedia que volviese a
enjuagarse bien la boca con agua y se le incitaba de nuevo a
expectorar una muestra de esputo. Se realizaba una nueva es-
pirometria y si se conseguia una muestra adecuada de esputo y
el FEV, no descendia por debajo del 10%, se terminaba la
prueba. Si la muestra no era adecuada se repetia este proceso
con una concentracién del 4%, o después con el 5%, hasta ob-
tener una muestra adecuada de EI. La concentracién de suero
salino no se aumentaba cuando el FEV cafa més del 10% y se
detenia el procedimiento si descendia mds alld del 20%.

El esputo se recogia en un recipiente estéril de plastico (fras-
cos con urinocultivo de 50 ml) y se transportaba al laboratorio
para su proceso antes de 2 h. Para su descripcién, la muestra se
situaba sobre una placa de Petri pesada previamente, se pesaba
el conjunto y se anotaba el color como claro, blanco, gris,
amarillo o verde, clasificandose el aspecto en mucoide o puru-
lento (entendiendo por mucoide: un material transparente, pe-
gajoso y medio fluido, y por purulento: un material coloreado,
denso y poco fluido). Las porciones mds viscosas, considera-
das esputo, eran reconocibles macroscépicamente sobre el
frasco transparente y, por lo tanto, facilmente identificables y
seleccionables al depositar sobre la placa de Petri. Con un mi-
croscopio 6ptico se confirmaba que los tapones contenian ma-
terial procedente de la via aérea (tapones de células inflamato-
rias con o sin morfologia tubular) selecciondndolos y
apartdndolos por medio de una pinza fina o una pipeta del res-
to de la muestra. Se marcaba la muestra como iniitil cuando no
se detectaban tapones bajo el microscopio dptico.

Los tapones extraidos cuidadosamente se situaban en un
tubo de Eppendorf previamente pesado, hasta conseguir un
peso de unos 20 a 150 mg, o bien cuando todos los tapones
utiles se habian utilizado. Se registraba el peso del tubo con la
muestra seleccionada. A la muestra de esputo se le afiadian
1.000 pl de una solucién reciente de dithiothreitol (DTT)
(Sputalysin®, Boehringer Calbiochem Corp., San Diego, CA,
EE.UU.). La solucién de DTT se preparaba afiadiendo una
parte (ml) de Sputalysin® a 10 partes de agua destilada y re-
moviendo durante 15 s con un agitador (Reax 2000, Hei-
dolph, Alemania) para asegurar una adecuada mezcla. La
mezcla del esputo y la solucién de DTT se removia durante
30 s en el agitador, colocada sobre un banco mecedor (Reax
3, Heidolph, Alemania) durante 20 min y removida de nuevo
durante 30 s.

La muestra asi homogeneizada se filtraba en el mismo tubo
de Eppendorf a través de un filtro de nailon de 2 x 2 cm? de 52
pm para eliminar los grumos celulares y desechos, montado so-
bre una jeringa de 10 ml (Discardit II, Beckton Dickinson, Fra-
ga, Espafia) y una aguja de 20 G (Microlance III, Beckton Dic-
kinson, Fraga, Espaiia). El tubo de Eppendorf con la suspensién
celular de la porcién procesada del esputo se centrifugaba en
una citocentrifuga (Hettich Universal 1200, Tuttlingen, Alema-
nia) durante 10 min a 1.500 rpm. El sobrenadante se recogia
cuidadosamente y se pasaba a otro tubo de Eppendorf, que se
almacenaba a —70 °C hasta que la muestra se procesaba.

El sedimento celular restante se resuspendia con 20 pl de
solucién de trabajo de eosina (eosina diluida al 10%) y queda-
ba asi preparado para el recuento por el método manual he-
mocitométrico en camaras de Nebauer. El resultado se expre-
saba como el nimero total de células por unidad de peso de
esputo procesado, permitiendo entonces la comparacién entre
muestras (mimero de células encontradas por unidad de peso
de esputo = niimero absoluto de células encontradas en la por-
cién procesada / peso del esputo procesado [10° células/mg]).
La solucién de células restante se extendia sobre los portaob-
jetos y, tras unos minutos de secado con aire seco, se procedia
a su fijacién y almacenamiento con una dilucién de formol al
10% quedando listos para su tefiido. Las tinciones utilizadas
fueron: la tincién de Papanicolaou para el recuento diferen-
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Fig. 1. Representacién gréfica de las diferencias en el porcentaje de eosi-
néfilos entre individuos sanos y asmaticos en esputo. La linea continua
paralela al eje de abscisas indica el valor medio obtenido y las dos lineas
discontinuas indican + 2 errores tipicos de la diferencia media, como
muestra de la precisién de la medida.

cial general, la tincién con hematoxilina-eosina para el re-
cuento especifico de eosinéfilos y la tincién de azul de tolui-
dina para el recuento especifico de células metacromdticas.
Los portaobjetos tefiidos fueron secados automdéticamente y
cubiertos con un filme de plastico (diatex) para la preserva-
cién celular.

Para el recuento celular se usé un microscopio éptico con el
objetivo de 40x y la pieza ocular 10x. Se contaban mds de 20
campos por portaobjetos o 400 células (1.500 células para el
tefiido metacromético) por portaobjetos. Las células se clasifi-
caban como epiteliales de vias respiratorias altas (escamosas)
(CE), bronquiales (CB), linfocitos (Li), macréfagos (Ma),
monocitos (Mo), eosindfilos (Eo), neutréfilos (PMN) y célu-
las metacromadticas (MCC) (mastocitos o baséfilos).

La validez de las muestras de esputo se valoré en dos aspec-
tos: a) obtener una cantidad de tapones bronquiales suficientes
para realizar el estudio, es decir, que su peso fuera superior a
20 mg (hasta unos 150 mg), y b) que el nimero de células epi-
teliales encontradas no fuera superior al 40% del total, contro-
lando asi el grado de contaminacién salivar de la muestra.

La validez del método, al carecer de una regla de oro o mé-
todo de referencia, se comprobé con la biisqueda de una posi-
ble diferencia significativa entre los resultados obtenidos en
ambos grupos de individuos (asmdticos y sanos) utilizando la
U de Mann-Withney para datos independientes y comproban-
do que los resultados eran similares a los descritos en estudios
previos con este mismo método.

La repetibilidad del método se valoré al estudiar separada-
mente dos porciones de cada muestra, cuya diferencia entre
éstas no debfa ser significativa, segin la prueba de la t de Stu-
dent para datos apareados y el coeficiente de correlacién in-
traclase para evaluar la concordancia entre resultados.

Resultados

Las caracteristicas antropométricas de los 10 sujetos
sanos y de los 21 asmaticos se resumen en la tabla I. No
se encontraron diferencias significativas entre ambos
grupos en la edad o sexo.

Dos individuos de cada grupo fueron incapaces de
obtener una muestra vélida de esputo, por lo que se des-
cartaron del estudio (un 20% de total de sanos y un
10% de los asmaticos). La prueba fue muy bien tolera-
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Fig. 2. Representacién grifica de las diferencias en el nivel de proteina ca-
tiénica del eosinéfilo (PCE) determinado entre individuos sanos y asmati-
cos en esputo. La linea continua paralela al eje de abscisas indica el valor
medio obtenido y las dos lineas discontinuas indican x 2 errores tipicos de
la diferencia media, como muestra de la precisién de la medida.

da, con una respuesta media del FEV, que puede verse
en la tabla II.

El estudio de la validez (tabla III) mostré una dife-
rencia significativa entre sanos y asmdticos en el por-
centaje de eosindfilos (fig. 1), neutrdfilos, células esca-
mosas y de la PCE (fig. 2). En los asmaticos habia una

TABLA 1
Caracteristicas antropométricas, funcionales y clinicas
de los individuos estudiados

Sanos Asmaticos
Edad (anos) 30(3) 31 (14)
Sexo (VIM) 4/6 714
PEF previo (Ipm) 550 (80) 410 (180)
FEV, (D) 3,25 (0,25) 2,78 (0,80)
FEV, (% val. referencia) 97 (12) 83 (21
PC,, FEV, (mg/ml) 54 3,7 0,02 (1,1)
Historia previa asma (afios) - 13,9 (4,2)
Puntuacién Aas (puntos) - 3,27 (0,5)
Budesonida inhalada (ug/dia) - 788 (150)

Valores medios (desviaci6n tipica). PEF: flujo méximo espiratorio; FEV: volu-
men espiratorio maximo en el primer segundo; PC,(FEV: concentracién de me-
tacolina necesaria para producir una disminucién del 20% en el FEV ; Aas: pun-
tuacién clinica descrita por Aas (Aas K. Heterogeneity of bronchial asthma.
Allergy 1981; 36: 3-14).

TABLA 1T
Tolerancia y caracteristicas del esputo inducido
Sanos Asmiticos
Incapaces obtener esputo 2 (20%) 2 (10%)

FEV, post (% val. inicial) +4,3% (0-5%)
FEV, posnebulizacién

+9,2% (0-39%)

(%) -0,3% (-2,1) -0,2% (-7-12)
Concentracién de suero

salino (%) 4,5% 3,25%
Peso total del esputo (g) 4,89 (2,96-6,83) 3,92 (1,02-1,04)
Niimero tapones 6,9 (4-20) 14,3 (2-20)
Peso tapones

seleccionados (mg) 68 (30-240) 143,5 (20-800)

Valores medios y margen entre paréntesis. Abreviaturas como tabla I.
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Fig. 3. Representacién graifica de las diferencias entre porciones en el re-
cuento de eosinéfilos en esputo. Las lineas paralelas al eje de abscisas in-
dican + 2 desviaciones tipicas de la diferencia media. Sélo un punto supe-
ra estos limites aceptables.

tendencia a ser superiores el nimero total de células y
el porcentaje de linfocitos, aunque no llegé a ser signifi-
cativa probablemente por la gran dispersion interindivi-
dual en el grupo de asmaticos.

El estudio de la repetibilidad no encontré diferencias
significativas entre los recuentos diferenciales de nin-
gtin tipo celular, ni de la PCE, con un coeficiente de co-
rrelacion intraclase (Ri) que oscil6 entre el 48 y el 77%
para las distintas células inflamatorias y del 18 y el 60%
para las CE y CB, respectivamente. La PCE present6 un
Ri del 96% (tabla IV). La representacién grafica de las
diferencias entre ambas porciones en el estudio de la
concordancia mostré dispersiones homogéneas e infe-
riores a los margenes aceptables (2 DE) para todos los
tipos celulares y para la PCE (figs. 3 y 4).

Discusién

El método utilizado aqui incluye la seleccidn en fres-
co de tapones bronquiales de esputo con el objetivo de
conseguir la minima contaminacién salivar, dispersar
las células con el DTT y el filtrado mecénico, su centri-
fugado y decantado para el analisis celular y bioquimi-
co posterior. Los resultados del estudio muestran que el
andlisis celular y bioquimico del EI son distintos en sa-
nos y en asmaticos, presentando una repetibilidad bue-
na. Por lo tanto, su aplicacién al estudio y seguimiento
de la inflamacién en el asma es una alternativa a otros
métodos mds invasivos como la broncoscopia.

Aunque sélo hay un trabajo publicado!’, mdltiples co-
municaciones'®? han dado soporte a la hipétesis de que
el esputo inducido y el espontdneo, el lavado broncoal-
veolar (BAL), el broncoaspirado y la biopsia bronquial
podrian dar resultados superponibles en el asma. Sin
embargo, como el paciente asmético no suele presentar
hipersecrecién bronquial, seria dificil obtener un bronco-
aspirado directo como técnica de referencia, lo que obli-
garfa a utilizar el aspirado del lavado bronquial que per-
mitiese su obtencién. También podriamos compararlo
con la biopsia bronquial que reflejarfa de la forma mas
exacta posible el estado inflamatorio de la via aérea,
pero los factores que determinan la descamacién celular
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Fig. 4. Representacién grafica de las diferencias entre porciones en la de-
terminacién de la concentracién de proteina catiénica del eosinéfilo
(PCE) en esputo. Las lineas paralelas al eje de abscisas indican + 2 des-
viaciones tipicas de la diferencia media. Sélo dos puntos superan estos li-
mites aceptables.

pueden condicionar que el esputo refleje sélo las zonas
mas préximas de las vias respiratorias. Estas técnicas no
estan exentas de problemas como la importancia desco-
nocida de la dilucién o la dificultad de la cuantificacién
celular de las muestras histolégicas. Por todo ello, se po-
dria considerar una alternativa valida la comparacién
con los resultados obtenidos por otros grupos, ya que si
coinciden se puede asumir que miden lo mismo. Nues-
tros resultados no difieren de forma importante de los de

TABLA III
Resultados de la citologia de esputo. Comparacién
entre sanos y asmaticos

I Sanos ‘ Asmiticos —IDiferencia ®

11,1 (9,9) 27,4 (35,8) 16,3 (NS)
35,0(244) 345245 05(NS)
0,0 (0,0) 05@2,1) 0,5(NS)

Total células (10%/mg)
Macroéfagos (%)
Monocitos (%)

Neutréfilos 11,2 (14,5) 29,6 (21,5) 18,4 (0,02)
Eosinoéfilos (%) 0,0(0,0) 22,2(22,4) 222 (0,007)
Linfocitos (%) 10,5 (10,1) 12,8 (13,6) 2,3(NS)
Células bronquiales (5) 2,1 (4,1) 4,9 (8,9) 2,7 (NS)
Células escamosas (5) 35(12) 20 (13,8) 14,9 (0,0001)
PCE esputo (ng/ml) 12,6 (11,8) 107 (91) 94 (0,01)

Valores medios (desviacion tipica). NS: no significativa; PCE: proteina catiénica
del eosindfilo.

TABLA IV
Comparacién entre ambas porciones de esputo seleccionado

I Porcion 1 ‘ Porcion 2 | Diferencia (p)‘Ri(%)

Total cél. (10¥mg) 26,7 37.1) 27.3(36,6) 0,5(NS) 67
Macréfagos (%) 34,9 (25,5) 36,0(258) L1(NS) 48
Monocitos (%) 0422 05(25 01(NS) 77
Neutréfilos (%) 28,5 (23.4) 30,5 (21,0) 2,0(NS) 64
Eosindfilos (%)  22,2(23,6) 19,8(22,0) 25(NS) 70

Linfocitos (%) 139(17,5) 12,6 (124) 13(NS) 48
Células

bronquiales (%) 4,5(9.4) 5.409.4) 09(NS) 60
Células

escamosas (%) 22,4 (16,6) 18,2 (14,6) 4,3(NS) 18
PCE esputo (ng/ml) 80,3 (87,6) 76,3 (88,3) 4 (NS) 82

Valores medios (desviacién tipica). PCE: proteina catidnica del eosinéfilo; NS:
no significativa.

18



J. BELDA ET AL.— EL ESPUTO INDUCIDO EN EL ASMA: ESTUDIO DE VALIDEZ Y REPETIBILIDAD

otros estudios publicados>®1317-202427 No encontramos
células metacromaticas descritas en otros trabajos, aun-
que son relativamente raras (0,05-4%). La razén no es
conocida, pero podria estar relacionada con la situacién
de estabilidad estricta en la que se encontraban los pa-
cientes y la homogeneidad en el tratamiento corticoide
inhalado, que contrasta con la de otros autores.

Por otra parte, el andlisis de la repetibilidad de una
técnica abarca diferentes aspectos como la variabilidad
de las medidas a lo largo del tiempo, variabilidad entre
el intrasujeto, intramuestra y entre observadores. No
estd descrita la variabilidad del método en cuanto al
efecto de las diferencias en la manipulacién de la mues-
tra ni de seleccionar diferentes tapones de esputo dentro
de cada muestra del EI (variabilidad de la seleccién y
manipulacién de las muestras) sobre el resultado fi-
nal>$13, Los resultados aqui aportados confirman que se
trata de una técnica consistente. Es importante destacar
que aunque hubo grandes diferencias en los pesos de
los tapones entre las muestras obtenidas (20-800 mg) y
esto determinaba la cantidad de células totales que en-
contramos, cuando se ajustaba por el peso, la cantidad
de células obtenidas fue similar entre los individuos de
cada grupo, independientemente del peso de los tapo-
nes seleccionados (r = 0,18). Por otra parte, y como
puede apreciarse en la tabla Il, los asmdticos obtenian
mayor peso y cantidad de tapones seleccionados que
los individuos sanos y, por lo tanto, una mayor canti-
dad de células totales; sin embargo, esta mayor canti-
dad de células tampoco se relacionaba con el recuento
diferencial obtenido al ajustarlas por peso dentro del
grupo de asmdticos (r = 0,07).

El método utilizado en este trabajo es una adaptacioén
y modificacién del descrito por Gibson et al* basédndose
en métodos previamente establecidos. Posteriormente
Pin et al® lo aplicaron al esputo inducido por una solu-
cién salina hipertonica inhalada. Esta técnica fue facti-
ble y segura, obteniéndose esputo titil en el 76% de los
casos. La validez de los recuentos se demostré por las
diferencias entre los sujetos con diferentes condiciones.
Asi, el recuento de eosindfilos y células metacromaticas
fue mayor en el esputo de asmaticos que en el de adul-
tos fumadores con bronquitis crénica simple o en el de
sanos, y esta diferencia fue similar a la previamente
descrita con el uso del fluido del BAL.

Existen otros métodos para obtener el EL. Fahy et al®
usan esputo inducido contaminado con saliva para me-
dir las células, albimina, fibrinégeno, PCE, histamina y
triptasa en el sobrenadante. Dichos autores comprueban
un aumento en los niveles de eosinéfilos, albimina, fi-
brindgeno y PCE en los asmaticos respecto a los sujetos
sanos. Nuestros resultados también reflejan estas dife-
rencias en el nimero de eosindfilos, pero la presencia
de un mayor nimero de células escamosas en los suje-
tos sanos podria deberse a la mayor dificultad de obte-
ner los tapones bronquiales en los sanos que, ademas,
requeririan una mayor dosis nebulizada, observindose
un mayor peso global pero un menor peso y numero de
tapones seleccionados. Virchow et al’ también encuen-
tran niveles de PCE elevados en el esputo espontineo
de asmadticos. Fahy et al® detectan niveles de 240 ug/ml
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y Virchow et al’ de 170 pg/ml, aunque en ambos casos
la técnica utilizada para obtener el EI no es igual a la
utilizada en el presente estudio. El grupo de McMaster!?
obtiene valores medios mds elevados, de 286 pg/ml,
con una técnica idéntica pero su grupo de pacientes
constituye una muestra més heterogénea. En conjunto,
todos estos resultados indican que el examen del EI es
un método directo para investigar la inflamacién de la
via aérea de forma no invasiva. Sin embargo, algunas
cuestiones permanecen atin en discusién como:

— (Es necesaria la seleccién de los tapones de moco
bronquial? Al seleccionar los tapones de moco, conse-
guirfamos evitar al miximo la contaminacién con saliva
e incluso secreciones nasales y esofdgicas. El recuento
celular tradicional de esputo consideraba que aquellas
muestras con mas de un 10% de CE en el recuento total
estaban contaminadas, ya que su origen no era la via aé-
rea. En el EI la mayor parte de la muestra (mds del
90%) seria saliva y el propio suero hiperténico nebuli-
zado. Sin embargo, en los tapones bronquiales, el conte-
nido celular es practicamente inflamatorio o CB, por lo
que una seleccién cuidadosa de los mismos permitiria
estudiar solamente aquello que interesa. Por otra parte,
el examen citoldgico de la secrecién salivar de un pa-
ciente, sin procesos inflamatorios orofaringeos, carece
practicamente de mediadores de la inflamacién y de cé-
lulas inflamatorias, siendo préacticamente el 100% CES.
Esto permitirfa suponer, si el paciente se limpia la boca
y la secrecion nasal posterior, que todas las células in-
flamatorias y mediadores encontrados en el EI proce-
derfan exclusivamente de la via aérea. Por este motivo,
algunos grupos argumentan que seria innecesario
seleccionar los tapones y que bastaria con obviar las cé-
lulas contaminantes y valorar exclusivamente el compo-
nente inflamatorio. Por ello los resultados porcentuales
se expresan sobre el total de células inflamatorias sin te-
ner en cuenta las células epiteliales (escamosas y bron-
quiales). Trabajos posteriores!>?**® han permitido com-
probar que seria preferible, pese a todo, realizar la
seleccion de los tapones, ya que la presencia de gran
nimero de células contaminantes dificulta los recuentos
y podria influir en los calculos. Ademads, la cantidad de
mediadores presente en los tapones parece ser diferente
a la de la muestra total obtenida, como si el microam-
biente del tap6n evitase la dilucién manteniendo la con-
centracién original o protegiese a ciertas moléculas de
su catabolismo natural.

- ¢La manipulacién producida por esta técnica no es-
tarfa modificando los resultados? Esta técnica es muy
repetible, ya que diferentes aspectos como el método de
nebulizacidn, la concentracién usada, la proteccién pre-
via con distintos broncodilatadores o el uso del DDT no
modifican el resultado.

— (Son superponibles los resultados obtenidos con
esputo espontaneo? Podriamos aceptar que el EI con
suero salino hipert6nico seria una alternativa vélida al
esputo espontineo (dificil de obtener en el asmatico es-
table) ya que los resultados del anélisis celular y bioqui-
mico parecen ser superponibles*”?,

329



ARCHIVOS DE BRONCONEUMOLOGIA. VOL. 33, NUM 7, 1997

— Finalmente, ;no es dificil obtener muestras adecua-
das en estos pacientes? Aunque puede ser dificil obtener
muestras adecuadas en algunos pacientes (hasta el 20%
de las inducciones de esputo practicadas), esto no su-
pondria un gran problema ya que al ser una técnica se-
gura (en ningln caso hubo que paralizar la técnica por
haberse producido un descenso del FEV, superior al
20%), podria repetirse en diferentes ocasiones sin ries-
go para el paciente. Algunos grupos llegan a sugerir que
podria utilizarse incluso en exacerbaciones?.

Podemos concluir, pues, que esta técnica es segura,
no invasiva, vdlida, reproducible y, ademads, de ficil eje-
cucién con disponibilidades minimas de material, siem-
pre que se realice de forma adecuada. La técnica supone
una forma util de estudiar el proceso inflamatorio en los
asmaticos y de seguir su evolucién. Futuros estudios de-
finirdn su utilidad en el seguimiento y en la evaluacién
de los cambios terapéuticos en €l asma.
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