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PALABRAS CLAVE Resumen Los eosindfilos en esputo inducido y la fraccion exhalada de 6xido nitrico (FEno) cons-
Asma; tituyen marcadores de inflamacion en el asma, producida por citocinas, cisteinil-leucotrienos
Nifios; y leucotrieno B4 (LTBy).

Eosinodfilos en esputo; El objetivo de este trabajo es determinar su utilidad en la monitorizacién del tratamiento
Fraccion exhalada del asma en nifios.

de 6xido nitrico; Se realizd determinacion de FEyo, eosindfilos y LTB,4 en esputo inducido a 10 nifios (9-15 anos)
Leucotrieno B4 asmaticos y 4 meses después, tras iniciar o incrementar el tratamiento de base, se volvieron a

repetir las mismas determinaciones. Se aprecio una tendencia a la disminucion de los valores de
la FExo (p=0,15), una mejoria de la funcion pulmonar (p=0,10) y una disminucion significativa
del porcentaje de eosinofilos (p =0,003) respecto a la determinacion basal. No hubo diferencias
en la concentracion de LTB,4 (p=0,88).

El recuento de eosindfilos en esputo parece una determinacion mas precisa para el segui-
miento de la inflamacion en los niflos asmaticos que la FEyo.
© 2014 Asociacion Espanola de Pediatria. Publicado por Elsevier Espafa, S.L.U. Todos los
derechos reservados.
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Determining asthma treatment in children by monitoring fractional exhaled nitric
oxide, sputum eosinophils and leukotriene B,

Abstract Sputum eosinophils and exhaled fractional nitric oxide (FEno) are markers of air-
way inflammation in asthma. Cytokines, cysteinyl-leukotrienes and leukotriene B4 (LTB4) are
responsible for this inflammation.

The aim of this study is to determine the usefulness of these markers in monitoring asthma
treatment in children.

FEno, sputum eosinophils, and LTB4 in induced sputum were performed in 10 children (9-
15 years old). These determinations were repeated four months later, after the beginning or
an increase in the treatment. FEyo values tended to decrease (P=.15), pulmonary function
tended to improve (P=.10), and sputum eosinophils decreased (P=.003) compared to the first

determination. There were no differences in LTB4 concentrations (P=.88).
Sputum eosinophils seem to be more precise than FEyo in the monitoring of inflammation in

asthmatic children.

© 2014 Asociacion Espanola de Pediatria. Published by Elsevier Espafa, S.L.U. All rights

reserved.

Introduccion

La «inflamometria» incluye diferentes técnicas que permi-
ten determinar y monitorizar la inflamacion en el asma
bronquial, para mejorar su control'. Los eosindfilos en
esputo inducido (SPEos) constituyen uno de estos marcado-
res, utiles en el manejo y monitorizacion de la enfermedad.
Por otro lado, la determinacion de la fraccion exhalada de
oxido nitrico (FEyo), nos permite establecer indirectamente
el grado de inflamacidon eosinofilica’™, aunque trabajos
recientes cuestionan la correlacién entre FEyo y SPE0S®.

La inflamacion en el asma esta producida por citocinas
y leucotrienos que producen los cambios de la via aérea®™’,
habiéndose demostrado una relacion entre leucotrieno B4
(LTB,) y eosinofilos, y una disminucion de la concentracion
de LTB, en el esputo inducido de pacientes con tratamiento
corticosteroideo inhalado, tanto en el asma eosinofilico
como no eosinofilico™.

Existen pocos estudios en ninos que determinen la uti-
lidad de la FEyo junto a los SPEos para la monitorizacion
de la inflamacion en el tratamiento del asma bronquial con
glucocorticoides inhalados (GCI)'"'2. En cuanto al LTB4, no
existen trabajos en los que se haya determinado en esputo
inducido de nifios asmaticos.

El objetivo de este trabajo es determinar la utilidad
de la medicion de la FEyo, SPEos y LTB, en esputo inducido
en la monitorizacion del tratamiento combinado con GCl y
agonistas B2 de accion larga inhalados del asma bronquial
en ninos.

Material y métodos
Disefio y poblacion

Estudio prospectivo de intervencion de una muestra de
10 niflos con asma atopica, de 9 a 15 afos de edad, selec-
cionados por orden cronoldgico, y segln la disponibilidad
del laboratorio, en un periodo de 6 meses, en consultas de

neumologia pediatrica. Se les realiz6 determinacién basal
de FEno, SPEos y LTB,4 en esputo inducido y 4 meses después
de iniciar o incrementar el tratamiento de base se les volvid
a repetir las mismas determinaciones. Se obtuvo consenti-
miento informado de los padres para la participacion en el
estudio de cada paciente y para cada induccion de esputo.
El estudio fue aprobado por el Comité Etico de Investigacion
Clinica del Hospital Universitari Vall d’Hebron de Barcelona.

Criterios de inclusion

Nifos de 9 a 15 afos de edad con asma atépica de 0 a
2 afos de evolucion, independientemente de su gravedad.
Se establecié el diagnostico de asma si el paciente pre-
sentaba clinica compatible y una prueba broncodilatadora
positiva (aumento del FEV;>12% y >200ml respecto al
valorinicial)'® y de atopia si presentaba test cutaneos positi-
vos y/o IgE especifica elevada (sistema ImmunoCAP®-Phadia)
a neumoalérgenos habituales.

Criterios de exclusion

Nifos afectos de otras enfermedades respiratorias cronicas,
0 asmaticos con una infeccion de vias respiratorias o una
exacerbacion aguda en el Gltimo mes, definida como dificul-
tad respiratoria y necesidad de corticoides orales.

Fracciéon exhalada de 6xido nitrico

Se determino la FEyo mediante un analizador de quimiolumi-
niscencia (modelo NIOX®; Aerocrine, Suecia), siguiendo las
recomendaciones de la American Thoracic Society (ATS) y
de la European Respiratory Society (ERS)™.

Esputo inducido

La induccion de esputo se realizé mediante nebulizacion de
suero salino hiperténico a dosis crecientes segin método
descrito por Pizzichini et al.” y Vizmanos Lamotte et al.'®.
El procesado de la muestra de esputo inducido se realizé
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Tabla 1 Valores individuales de FEyo y de eosindfilos en esputo inducido en las determinaciones basal y de seguimiento
Casos Tratamiento Tratamiento Clasificacion FEno (ppb) FEno (ppb) Eosindfilos Eosindfilos
previo instaurado asma (basal) (segui- en esputo en esputo
miento) (%) (basal) (%) (segui-
miento)
1 0 Flut 400 pg/dia 3 40 26 22 2
Salm 200 pg/dia
2 Flut 200 pg/dia Flut 750 pg/dia 3 50 11 29 No muestra
Mont 5mg Salm 150 pg/dia
3 0 0 2 16 4 0 0
4 0 Bud 320 pg/dia 3 10 5 6 5
Form 9 pg/dia
5 0 Bud 320 pg/dia 3 30 7 27 No muestra
Form 9 pg/dia
6 Bud 320 pg/dia Bud 640 pg/dia 4 40 19 7 0
Form 9 ug/dia Form 18 pg/dia
7 Bud 320 pg/dia Bud 640 pg/dia 4 24 18 4 1
Form 9 pg/dia Form 18 ng/dia
8 Bud 320 pg/dia Bud 640 pg/dia 3 93 45 9 0
Form 9 ng/dia Form 18 pg/dia
Mont 5mg
9 0 Bud 320 pg/dia 3 204 188 25 3
Form 9 pg/dia
10 0 Bud 320 pg/dia 4 50 56 10 0

Form 9 pg/dia

Bud: budesonida; Flut: fluticasona; Form: formoterol; Salm: salmeterol; Mont: montelukast.
Clasificacion asma (GEMA 2009): 1: episodica ocasional; 2: episodica frecuente; 3: persistente moderada; 4: persistente grave.

segn el mismo método''®. A partir del sedimento celular
se determind la viabilidad celular y se realizé recuento total
y diferencial de células previa tincion con May Griinwald-
Giemsa. Se considero eosinofilia en el esputo inducido un
valor de eosindfilos en esputo >2,5%"7.

A partir del sobrenadante, se determind la concentra-
cion de LTB, mediante enzimoinmunoensayo competitivo
(Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, EE.UU.), con
sensibilidad de 13 pg/ml'e.

Analisis estadistico

El analisis estadistico de los datos obtenidos se realizo
mediante el programa estadistico SPSS® version 15.0. Al
tratarse de una muestra pequena se aplicé la prueba no
paramétrica de la U de Mann-Whitney. Se consideraron sig-
nificativos valores de p <0,05. Los resultados se expresaron
como mediana y rango intercuartilico.

Resultados

Se han estudiado 10 nifios con asma atdpica: 6 sin trata-
miento y 4 con GCI (dosis media equivalente de budesénida:
320 ug) asociados o no a agonistas beta de accion larga y
montelukast.

En la tabla 1 se muestran los valores de la FEyo y de
los SPEos (basal y seguimiento) en cada caso. No se obtuvo
2.2 muestra de esputo en 2 casos, Y en uno no se inicio
tratamiento por tratarse de un paciente con buen control
de su asma. En la tabla 2 se muestra la comparacion entre

los valores espirométricos, FEyo y celularidad, y LTB4 en el
esputo inducido entre la visita basal y la de seguimiento rea-
lizada a los 4 meses. En ninglin paciente existio exacerbacion
de su asma. En la determinacion basal se objetivd un nimero
elevado de los SPEos en todos excepto en un caso (tabla 1).
La FEyo no fue elevada en todos los casos e incluso en algu-
nos con eosinofilia en esputo, la FEyo fue normal (tabla 1).
En el seguimiento se aprecié una tendencia a la disminucion
de los valores de la FEyo (p=0,15) y una mejoria de la fun-
cion pulmonar (p=0,10) respecto a la determinacion basal.
El porcentaje de eosindfilos en esputo disminuy6 de forma
significativa (p =0,003), sin que se observaran diferencias en
el resto de poblaciones celulares, ni en el recuento celular
total (p=0,07), ni en la concentracion de LTB, (p=0,88) en
esputo inducido (tabla 2).

Discusion

En este trabajo se han estudiado las caracteristicas celulares
del esputo inducido en niflos asmaticos atopicos de forma
seriada. Después de instaurar o aumentar el tratamiento
corticoideo inhalado, el Gnico parametro que mejoré fue la
eosinofilia en esputo. Al no tratarse de un estudio en el que
se compararan los diferentes parametros para el manejo de
los pacientes asmaticos (grado de control de la enfermedad
versus FEyo versus SPEos), no podemos concluir qué deter-
minacion es mas Gtil para conseguir un mejor control de la
enfermedad asmatica en nifos. Sin embargo, en la mayo-
ria de los casos, se observo un descenso significativo de los
eosinofilos, siendo este descenso mas acusado y significativo
que el cambio en el resto de parametros estudiados. En los
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Tabla 2 Comparacion entre los valores de la espirometria, FEyo y celularidad y LTB4 en esputo inducido en los pacientes en
las determinaciones basal y de seguimiento. Valores expresados como mediana y rango intercuartilico

Basal Seguimiento Valor de p
FEV, (L) 2,38 (1,58-2,89) 2,74 (2,14-3,07) 0,26
FVC (L) 3,36 (2,10-4,03) 3,55 (2,55-4,16) 0,41
FEV/FVC (%) 72 (60-83) 81 (74-86) 0,10
FExo (ppb) 40 (22-61) 19 (7-48) 0,15
Eosindfilos en esputo (%) 9,5 (5,5-25,5) 0,5 (0-2,8) 0,003
Neutrofilos en esputo (%) 48 (31,3-71,8) 46 (28-61,5) 0,66
Linfocitos en esputo (%) 0,5 (0-4,3) 1,5 (0,3-3,5) 0,71
Macrofagos en esputo (%) 36,5 (8-51,8) 50,5 (34,8-69) 0,14
Células totales en esputo (x10° cél/ml) 0,60 (0,40-2,54) 0,20 (0,07-0,83) 0,07
LTB4 en esputo (pg/ml) 2.279 (570-25.127) 2.094 (946-5.972) 0,88

FEno: fraccion exhalada de 6xido nitrico; FEV,: volumen espiratorio forzado en el primer segundo; FVC: capacidad vital forzada; LTB4:

leucotrieno B4.

casos 9y 10 existi6 una mejoria clinica, a pesar de la invaria-
bilidad de los valores elevados de la FEyo. En conjunto, con
la limitacion del tamano muestral, se aprecié una tenden-
cia a la disminucion (mejoria) de los valores de la FEyo, y a
la mejoria de la funcion pulmonar sin alcanzar significacion
estadistica, aunque el descenso en la FEyo en algln caso fue
minimo o incluso se produjo un aumento.

La utilizacion conjunta de la determinacion de la FEyo ¥
los SPEos en nifios con asma no ha sido muy estudiada, prin-
cipalmente por el papel cuasi experimental de los SPEos.
Paro-Heitor et al."" concluyeron que las determinaciones
seriadas de la FEyo reflejan la accion antiinflamatoria del
tratamiento con GCl en el asma. Por su parte, Li et al.?
concluyeron que la monitorizacion de la inflamacion en el
asma mediante determinacion tanto de la FEyg como de los
SPEos es (til para la modificacion del tratamiento. Green
et al.” demuestran que la monitorizacion de los SPEos
es superior a la FEyo en la prediccion de una exacerba-
cion.

En este estudio no se observaron diferencias en las con-
centraciones de LTB4 entre las 2 determinaciones, lo que
contrasta con los resultados obtenidos por Basyigit et al.'®
en adultos asmaticos. Nuestros resultados no indican que la
concentracion de LTB, sea un parametro muy sensible para
la monitorizacion de la respuesta al tratamiento del asma
atopico infantil.

Una limitacion de nuestro estudio es el escaso numero
de pacientes, debido a lo laboriosa que resulta la
técnica de la induccion de esputo en nifos y a la dependen-
cia de un laboratorio en el que poder procesar la muestra.
Otro aspecto que no se tuvo en cuenta fue la utilizacion de
cuestionarios de control del asma, lo que hubiera aportado
una informacion muy util.

La determinacion de los SPEos se encuentra practica-
mente limitada al campo de la investigacion, aunque de
nuestro estudio como del de Fleming et al.? se desprende
que en casos concretos, como en el asma de dificil control,
puede ser mas precisa que la FEyo.
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