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Induccion de muestras de esputo para el estudio citolégico y de
guimicos presentes en la fase fluida (1): Aspectos técnicos de la induccion
de esputo y del estudio de muestras. Validacion de la técnica
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With the recognition, in the last years, that even mild asthma is associated with airway mucosal inflammation in bron-
chial biopsy samples and bronchoalveolar lavage fluid, there has been renewed interest in the use of sputum to assess
airway inflammation non-invasively. Sputum induction has recently been proposed as a non-invasive alternative to
bronchoscopy for the collection of airway secretions from asthmatic subjects. Sputum induction yields satisfactory sam-
ples of sputum in the great majority of asthmatic subjects, and both differential cell counts and measurements of mole-
cular markers of inflammation in the sputum fluid phase is feasible. In this article we review studies were these mea-
surements have been made in normal and ill subjects and assess their validity. Finally we consider future applications
of sputum measurements of airway inflammation in asthma on clinical grounds.

INTRODUCCION desarrollaron técnicas de microscopia electrénica,
estudios inmunohistolégicos y moleculares, que
El asma es una enfermedad crénica de la viaon la base actual del conocimiento de la fisiopa-
aérea en la que mudltiples células, inflamatorias ytologia de la enfermedad.a biopsia sigue siendo
parenquimatosas, asi como sus mediadores, inteonsiderada, hoy en dia, por algunos expertos
raccionan para dar lugar al proceso de inflamaciorcomo la prueba de referencia (“gold standard”)
/ reparacion caracteristico de la enfermédAd para la investigacion del proceso inflamatorio en
partir de los afios 60 aparecen los primeros estudesarrollo sobre la mucosa de la via &énda
dios en sujetos vivos, en los que muestras relatiebstante, las muestras provienen de la via aérea
vamente grandes de mucosa bronquial eran obteentral, siendo los cambios existentes en este tra-
nidas mediante broncoscopia rigida. Estosmo no necesariamente extrapolables a los presen-
estudios sentaron las caracteristicas basicas de tes en tramos distales. Por otra parte, tampoco
inflamacién en el asma y su diferencia con otragparece muy adecuada cuando se pretende estudiar
patologias cronicas de la via aérea, describieron l@s células presentes en la superficie epitelial. En
eficacia del tratamiento a largo plazo con corticoi-este sentido, mediante la fibrobroncoscopia pode-
des y mostraron el enorme dafo presente sobre laos ademas obtener muestras del material
superficie epiteligl La introduccién del existente en la luz de la via aérea central median-
fibrobroncoscopio durante la década de los 80 perte el lavado bronquial (LB), de la via periférica y
mitié obtener, con mayor facilidad, muestras seria<compartimento alveolar mediante el lavado bron-
das en distintas circunstancias y paralelamente seoalveolar (LBA) o células de la superficie muco-
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sa (cepillado bronquial), que complementan lates publicaciones a través de las que se ha valida-
informacioén obtenida por la biopsia. Ello permite, do y difundido el estudio del esputo. En 1989,
en conjunto, estudiar la respuesta inmunoinflamaGibsor demuestra elevada repetitividad en el
toria del asma de forma directa, y no mediante laandlisis del esputo espontaneo obtenido en dos
extrapolacion de los datos obtenidos de sangrdias consecutivos. Pin en 19%lva el problema
periférica y/o lavado nasal, no representativos detle obtenciéon de muestras mediante la inhalaciéon
microambiente bronquial y que ofrecen por lo tan-de salino hiperténico que induce la expectoracion
to una informacion sesgada e incompleta. y mejora la calidad de la muestra. Desgraciada-
La exploracion de la via aérea mediantemente el analisis de las muestras de esputo seguia
fibrobroncoscopio es una técnica invasiva y por losiendo poco rentable debido a la mala definicion
tanto su utilidad esta limitada por su propia agre-de las células en las preparaciones y no permitia
sividad. Tampoco es una prueba aplicable a sujerealizar mediciones adicionales al recuento celu-
tos con asma grave o durante exacerbaciones didr. En 1994 Popdvdescribe la técnica, que basa-
proceso, ya que un 20% de asmaticos sometidosda en la adicion de ditiotreitol (DTT) a la mues-
fibrobroncoscopia presentan caidas de FEVlra, permite la obtencién de citocentrifugados, que
superiores al 4096. Y por ultimo, y especial- mejoran la calidad de los recuentos celulares, y de
mente en el caso del LB y LBA, dadas las caracuna fase liquida en la que es posible la cuantifica-
teristicas propias de la ejecucidn de la técnicagion de quimicos y mediadores. Esta escuela pre-
siempre se produce una importante dilucidon de laoniza la seleccion de acimulos de moco para ser
muestré que dificulta enormemente la compara- posteriormente tratados y estudiados. El otro gran
cion de medidas repetidas en un mismo sujeto grupo de trabajo encabezado por Fahy y Boushey,
los resultados entre distintos individuos. de la Universidad de California (San Francisco,
El estudio microscépico del esputo de pacientesJSA), ha tenido también un papel importante en
asmaéticos ha sido utilizado desde el siglo pasadda estandarizacion y difusion de la técnica, defen-
momento en que fueron descritos los cristales bipidiendo el estudio de todo el material completo
ramidales de Charcot-Leyden (derivados de laexpectorado por el pacietite
lisofosfolipasa del eosinéfilo) y el resto de las
caracteristicas fundamentales del esputo del asméa-
tico, como son las espirales de Curschmann (com- FACTORES QUE INFLUYEN SOBRE LA
puestas por moco de la luz bronquial) o los cuerpos INDUCCION DE ESPUTO
de Creola (acumulos de células denudadas del epi-
telio respiratorio). La existencia de eosinofilia en Tanto la eficacia como los resultados de la
esputo de pacientes asmaticos fue descrita panduccién de esputo pueden estar influenciados
Gollash en 1889. Posteriormente, clinicos imporpor diferentes factores tanto técnicos como
tantes como Jiménez-Diaz, Hansel o Morrowreferentes a los sujetos seleccionados para el estu-
Brown han recomendado su utilizacion en el diagdio, tal como se presenta esquematizado en la
néstico y seguimiento de la enfermedado obs- tabla |.
tante, la utilizacion del esputo en el estudio de la
inflamacién bronquial se ha visto relegada debidd-actores técnicos
a la dificultad para obtener muestras bronquialeNebulizacion
adecuadas, al bajo rendimiento de los contajes El método utilizado para la administracion del
celulares y a la falta de estudios que validasen laalino: tipo de nebulizador, débito y tamafio de las
técnicd. En general, la importancia del estudio delparticulas, puede modificar la eficacia de la prue-
esputo ha sido olvidada, tanto en la practica clinicdba. En la tabla Il se presentan diversos estudios
moderna como en la investigacién en asma brongue muestran la efectividad de la técnica de espu-
quial, hasta el comienzo de la década de los 90. to inducido, realizados con distintos nebulizado-
A lo largo de los ultimos 8 afios, el profesorres. Las cifras varian entre 9-100% de obtencién
Hargreave junto con el Asthma Research Grougle muestras adecuadas, siendo en general, supe-
de la Universidad de Mac Master (Hamilton, riores cuando se utilizan nebulizadores con mayor
Ontario, Canada) han escrito una serie de elegamébito (Ultrasdnico DeVilbis). Pop&wcompara
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los resultados de eficacia obtenidos con 2 nebuliTabla I. Factores que pueden influir en el resultado de la induc-
zadores ultrasénicos con distinto débito y tamai¢Cion de esputo
de particulas similar y con un nebulizador tipo jet,FACTORES TECNICOS
con débito y tamafio de particulas inferior al del- Nebulizador: tipo, output, tamafio de las particulas.
los anteriores, en la induccién de esputo de suje2- Saino isotonico o hipertonico. - . g

- . . .~ 3. Concentraciones de salino y el tiempo de inhalacion.
tos asmaticos incapaces de producirlo espontane,’ s previo de broncodilatadores.
mente. Aunque el disconfort producido por la téc-5. método de dispersion celular empleado.
nica era considerablemente menor cuando s6. Tratamiento de la muestra.
utilizaba el nebulizador tipo jet, el porcentaje de .
muestras adecuadas fue del 60% con los dofACTORES NO TECNICOS: .

. . . ., 1. Seleccion de los sujetos: diagndstico, edad, tabaquismo,

nebulizadores ultrasénicos, mientras que fue sol capacidad de producir esputo de forma espontanea.
del 9% con el nebulizador jet. Parece, por o tan2. Estadio de la enfermedad: exacerbacion, tratamiento de base.
to, que es el débito del nebulizador el factor que
determina un mayor rendimiento de la prueba,
aunque ha de tenerse también en cuenta en

segundo plano el tiempo de inhalacion. claros de que pueda orquestar una respuesta infla-
matoria compleja como la secundaria a la exposi-

Administracion de soluciones de salino iso o cion frente a un alergefio Makkef® demuestra

hipertonicas mediante la obtencion de LBA inmediatamente

No se conoce el mecanismo a través del que ldespués de la provocacién simultanea con salino
inhalacién de salino hiperténico induce la expec-isoténico e hiperténico en dos subsegmentos pul-
toracion en el paciente asmatico, pero parece pranonares que no hay variaciones en el numero de
bable que sea un efecto volumen sobre las secreaastocitos, ni en los marcadores de su activacion
ciones, ya que la induccién de esputo es maghistamina, triptasa ni PGD2), por lo que no pare-
efectiva cuando se utilizan soluciones hiperténi-ce probable que la hipertonicidad modifique, al
cas que isoténic&#&sNo parece que un efecto prin- menos de forma inmediata, las caracteristicas
cipal sea el de aumentar el movimiento mucociliarinflamatorias de la via aérea. Recientes publica-
y la tos espontanea como es el caso de pacientegnes®?, que comparan el esputo inducido en los
afectos de fibrosis quisti¢aya que en asmaticos mismos sujetos con salino isoténico e hiperténico,
no incrementa la tos espontafisalvo cuando se demuestran que la hipertonicidad no modifica el
inhala a concentraciones muy elevadas superioresmlumen de la muestra, el nimero total de células
al 10 9% El incremento de volumen de las secre-o los recuentos porcentuales. Por el contrario, la
ciones puede ser debido a la atraccion osmética déabilidad de las células y la calidad de las prepa-
agua hacia la luz de la via aérea, pero se delraciones es mayor, mientras que la contaminacion
recordar que la inhalacién de salino hiperténicopor células escamosas es inferior. Pizzichini
con la secundaria hiperosmolaridad periciliar pro-compara el efecto de la hiperosmolaridad sobre
duce un incremento en la permeabilidad vascutos quimicos del esputo, examinando muestras
lar's, y provoca la degranulacién de los masto-obtenidas de forma espontdnea y comparandolas
citos’, con liberacion de mediadores. con muestras de esputo inducidas inmediatamente

La inhalacién de soluciones hiperténicas inducedespués, con salino hiperténico en los mismos
broncoespasmo en asmati€ok que unido a su asmaticos. En el esputo espontaneo encuentran
efecto, aumentando la permeabilidad vascular y l@oncentraciones superiores de ECP y fibrindgeno,
degranulacion de mastocitos, plantea el problemaunque s6lo en el caso de este ultimo alcanzan
de que los resultados obtenidos del esputo pudidadiferencias significativas, 1o que atribuyen al efec-
ran no corresponder a la situacién basal del sujetto dilucional que podria tener el influjo de liquido
y hubieran sido inducidos por la hiperosmolari-a la luz de la via aérea inducido por la hiperos-
dad. Sin embargo, no se han descrito incrementasiolaridad. En cambio, estos resultados contrastan
significativos en el nivel de reactividad frente acon los obtenidos por Fahy (22), que no encuentra
metacolina (al menos cuando se tiene en cuenta Bumento de la concentracion de fibrinbgeno en
reproductibilidad de la prueba), ni existen datosesputo tras la provocacién bronquial especifica
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con alergeno, lo que atribuye a que al ser éste udilucién de ésta podria ser mayor tras un tiempo
marcador de permeabilidad vascular, sus valorede inhalacién prolongado. Sin embargo, el tiempo
podrian estar falsamente incrementados en ale inhalacion que requiere cada sujeto para expec-
esputo basal, debido al estimulo hipertonico. Potorar es variable. No hay hasta la fecha estudios
lo tanto, parece probable que las medicionegjue valoren la dilucién de la muestra de esputo en
detectadas en el esputo inducido con salino hiperfuncion del tiempo de inhalacién y para ello se
ténico correspondan a células y quimicos de faseequeriria emplear un protocolo en que, a concen-
fluida (ECP, EPX, citoquinas) preexistentes en latraciones constantes de salino, se fueran doblando
via aérea y no reclutadas de forma aguda comims tiempos de inhalaciér
consecuencia del estimulo hiperténico. Sin embar-
go, son necesarios mas estudios para interpretéfso previo de broncodilatadores
los valores de mediadores solubles, estableciendo EI uso de broncodilatadorgsadrenérgicos,
cudles son preexistentes y cuales inducidos por grevio a la induccidn de esputo, ha demostrado ser
estimulo hipertdnico. eficaz para prevenir la broncoconstriccion excesi-
va y conferir seguridad a la pruéBaSin embar-

Concentraciones de salino y tiempos de inhalaciéngo, ya que los agonist@sadrenérgicos aumentan
utilizados el aclaramiento mucocili#&r inhiben la liberacion

En la literatura se han utilizado multiples pautasde mediadores por mastocitog disminuyen la
de administracion de salino hipertonico, a concenpermeabilidad vasculdres posible que su utiliza-
traciones fijas o crecientes (oscilando entre el 3 yion modifique las caracteristicas celulares y bio-
el 10%). Fah¥ apunta que la administracién de quimicas de la muestra. La induccién de esputo a
distintas concentraciones de salino en tiempossmaticos, administrando en los 30 minutos pre-
diferentes podrian modificar las caracteristicasvios salbutamol o placebo, no determina diferen-
celulares y bioquimicas del esputo, invalidando lecias en el perfil celular del esputo de ambos gru-
realizacion de comparaciones intersujetos. Pépovpos? Sin embargo, el grupo tratado con placebo
no encuentra diferencias en las caracteristicatenia caidas superiores de FEV1 y hubo sujetos
celulares del esputo obtenido tras la administraque debido a la broncoconstriccion tuvieron que
cién de una uUnica concentracion al 3% o de conabandonar la prueba sin que se obtuviera muestra
centraciones crecientes del 3 al 5%. de esputo, mientras que al repetirles la induccién

El tiempo durante el que se administra la solu-de esputo tras la administracion de salbutamol se
cion podria tener efecto sobre la muestra final: lgpudo obtener una muestra adecuada.

Tabla Il. Eficacia de las distintas técnicas en funcién del tipo de nebulizador empleado

Modelo Débito Tamafio particula Concentracion Tiempo Eficacia Referencia
de salino nebulizacion (porcentaje de
muestras validas)
DeVilbis 25 4 3% 20 100% 12
Ultraneb
3% 20 60% 13
5-10% 20 91% 50
3% 20 91% 36
Fisoneb 0.9 5.9 3-5% 30 76% 10
3-5% 20 79% 24
3% 20 60% 13
Mistogen 1.1 4 4-5% 20 100% 47
3,5,10% 20 62% 43
4.5% 30 96% 23
Pari 0.49 3.1 3% 20 9% 13

33



216 J. M.2 Olaguibel Rivera, et al. Volumen 13

No se puede descartar, por otra parte, que dbebido al mecanismo de accién del DTT, cabria
uso de salbutamol pueda interferir en la cuantifi-esperar que el tratamiento de la muestra con DTT
cacion de los marcadores de inflamacion y permodificase los niveles de IL-5. Pizzichini mide
meabilidad vascular. Estudios prelimingtes IL-5 en esputo tratado con IL-5 o con PBS, con-
encuentran niveles de fibrinégeno significativa- cluyendo que la adicién de DTT a la muestra no
mente inferiores en muestras de esputo espont@nodifica sus valorés®. En cambio, en otros
neas, sin la administracion previa@ladrenérgi- estudios publicadésno se detectan valores de
cos que en las de esputo inducido en la quéL-5 en el esputo tratado con DTT. Sin embargo,
previamente se habia administrado salbutamol, lonas que a la adicién de DTT a la muestra, las
que podria estar relacionado con el mecanismdiscrepancias entre ambos estu#tiéspodrian
del farmaco disminuyendo la permeabilidad vas-ser debidas a la técnica de procesado, ya que
cula’’. En cualquier caso, parece poco probableparece probable que la IL-5, al igual que otras
a la luz de nuestros conocimientos de los mecacitoquinas como RANTES o GM-CSF, se
nismos de accidn y usos clinicos de los farmacosncuentren unidas a la matriz de moco, con lo
B-adrenérgicos inhalados, que interfieran signifi-que el proceso de filtrado de la muestra, valido
cativamente en las mediciones de marcadores deara retirar el moco, también eliminaria las cito-

inflamacion de la via aérea. quinas de la muestfaPor otra parte, los niveles
detectados de II-5 son en general bajos, lo que
Método de dispersion celular empleado disminuye notablemente la reproductibilidad de

Aunqgue en algunos estudios se ha utilizadceste ensayo, siendo muy dificil interpretar los
tripsin& o metilcistein®, el agente dispersante resultados de este tipo de estudios.
celular mas ampliamente empleado es el ditiotrei-
tol (DTT). EI DTT, utilizado para procesar el Tipo de muestra procesado
esputo por primera vez por Wooteractia rom- La muestra de esputo inducido es una mezcla
piendo los puentes disulfuro y liberando a lasde secreciones del tracto subglético y de la boca.
células de la matriz mucoproteica. El filtrado y Actualmente hay dos técnicas fundamentales de
centrifugado posterior de la muestra permitetratamiento de la muestra. Hasta el momento, nin-
obtener material para realizar contajes celularegyun estudio ha comparado los resultados obteni-
manualmente o por inmuno-histoquimica y unados con cada una, pero cada técnica tiene ventajas
fase liquida en la que realizar determinaciones de inconvenientes (Tabla Il1):
factores solubles. Varios estudios han valorado la a) Seleccion de acumulos de modescrito por
influencia que la adicion de DTT a la muestraPin'®, brevemente consiste en la seleccion de las
puede ejercer sobre los contajes celulares y dporciones de moco que parecen libres de contami-
quimicos en la fase fluida. La incubacidon connacion salivar mediante la observacion de la mues-
DTT durante 3 tiempos distintos (10,20 y 30tra con microscopio de inversién, desechando el
minutos) y el posterior filtrado y centrifugado de resto. Se afiade un volumen en ml de DTT al 0.1%
la muestra disminuye el nimero total de célulasl.5 veces el peso del material seleccionado en mg,
pero no modifica significativamente los porcenta-se mezcla y filtra. La concentracion de células
jes de eosindfilos, neutréfilos, macréfagos ni lin-totales medida con un hemocitometro se ajusta con
focitog. Tampoco se modifican los valores de IL- PBS para llegar a una concentracion determinada
8, GM-CSF, TNFa?, albumin& o fibrindgené.. y se centrifuga. Con el material del sedimento se
Sin embargo, la adicion de DTT a la proteina derealizan preparaciones para el contaje celular. Piz-
referencia de ECP, aunque no moadifica la formazichini®® para valorar la dilucién de la muestra
de la curva estandar, determina que los puntomodifica el proceso, midiendo el volumen de acu-
individuales de la curva se sitien un 2% pormulos de moco seleccionados y afiadiendo un
debajo con respecto a los de la proteina no tratarolumen 4 veces mayor de DTT al 0.1%.
da con DTT21, de lo que cabe esperar encontrar La técnica de selecciéon de acumulos asegura
valores de ECP ligeramente inferiores en el espugue el material que se valora procede del tracto
to tratado con DTT. La IL-5 esta constituida por subglético. Al descartar la saliva, elimina también
dos subunidades unidas por un puente disulfurdos factores de contaminacion y diluciéon que ésta
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Tabla Ill. Ventajas e inconvenientes de los métodos de trata- 22 reglizado en muestras de saliva de los mismos

miento de la muestra de esputo inducido sujetos, confirman que mas del 99% de las célu-
Seleccién de actiimulos de moco. las en saliva son escamosas y deducen que las
* VENTAJAS: _ _ » células nucleadas que se cuentan en el esputo
1. Seguridad de que estudia material subglotico. Jroceden del tracto subglético y que la realiza-
2. Permite expresar los resultados de los recuentos celulares. . . A
y mediciones de quimicos por mg o ml de esputo. cion del recuento diferencial de células nuclea-
« INCONVENIENTES: das es representativo del perfil celular subgloéti-
1. El contenido de células y quimicos puede no ser repre- co. Para el recuento de quimicos este método
sentativo del fluido de la via aérea. acepta que la saliva es un factor de dilucion

Zf?;gn:ggz el establecimiento de conceptos arbitrarios de variable de los niveles de quimicos medidos. Los

3. Necesita mas tiempo para su realizacion. niveles de ECP, albimina, fibrinégeno y glico-
Seleccion de la muestra completa. proteina similar a la mucina en saliva son muy
* VENTAJAS: inferiores a los detectados en esputo, por lo que

1. Incluye todo el volumen expectorado del tracto subglético.g efecto sobre éste sera dilucional. No ocurre lo

2'i;f;‘éfgggg%fgﬂ:'g:ﬁgﬁg';zgoéﬁgamosas P’ mismo con los valores de histamina, que se

3. Los quimicos son representativos del tracto subglético €NCuentran elevados en las muestras de saliva, o

(previa demostracion de que sus niveles son inferiores y que se atribuye al metabolismo de los microor-
no se modifican en la saliva). ganismos de la boca. Sin embargo, los niveles de

4. Répido. o . quimicos, incluida la histamina en saliva, no se
. INgON’\cI)VpErE(I::ESE_?E;menos arbitrarios de validez de la muestramodiﬁcan tras la provocacion con alergénpor

1. La saliva ejerce un efecto dilucional variable sobre la 10 que deduce que los cambios encontrados en el

cuantificacién de quimicos en el esputo, que puede difi- €Sputo corresponden a cambios producidos en el

cultar la repetitividad en los quimicos del sobrenadante. tracto subglético. El hecho de que se utilice la
muestra entera y de que la contaminacién con
saliva sea prevista, implica que no se requiere el
establecimiento de criterios arbitrarios para
ejerce sobre los nimeros totales de células y quiieterminar su validez.
micos, y permite expresar los valores finales sobre La desventaja de ésta técnica es que aunque
un volumen o peso determinado de esputo, lo qupermite la valoraciéon de cambios en los quimicos
permite la realizacién de comparaciones intra anedidos en el esputo, no permite estudiar la
intersujeto. Sin embargo, el hecho de que se deseariabilidad de las mediciones, dato necesario
che la parte de material que no forma acumulospara las comparaciones intra e intersujetos. Fahy
implica incertidumbre acerca de los resultadosapunta que el fibrinégeno, marcador de la permea-
obtenidos, ya que es posible que éstos no sedilidad vascular y cuyos valores son indetectables
representativos del fluido que bafa la via aéreaen saliva, probablemente debido a la impermea-
Recientemente, Pizzichifiprocesa por separado bilidad de la mucosa oral a macromoléculas,
los acumulos de moco y el material restante depodria utilizarse como marcador de las secrecio-
esputo, encontrando que aunque los acumulos dees subgléticas en el esputo inductiddJna
moco tenian menor contaminacion de célulasesmerada preparacion del enfermo y un cuidado
escamosas, las preparaciones eran de mejor cafreticuloso en la obtencion de la muestra de for-
dad y la viabilidad de las células era mayor. No sana que pueda separarse la recoleccién de saliva
detectaron diferencias en los porcentajes de eosde la de material procedente del tracto subglético,
noéfilos, neutréfilos ni linfocitos, aunque el nime- mejoran notablemente los resultados de esta
ro de células totales era superior en las muestrasriante, incrementandose los niveles de quimi-
procedentes de acumulos de moco. cos como ECP en el sobrenadénte

b) Muestra de esputo completBescrita por
Fahy?, brevemente consiste en la utilizacion deFactores no técnicos
todo el material expectorado que mezclan a par- La eficacia y los resultados de la induccion de
tes iguales con DTT al 10%, filtran, centrifugan esputo pueden modificarse en funcién de una
y realizan preparaciones. En un ensayo paréleloserie de factores que no dependen de la técnica
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utilizada, tales como la seleccidn de sujetos, ydas células nucleadas, 1<10% y 2=0%) y la con-
que la edad, existencia de enfermedad respiratdaminaciéon salivar establecida como el porcenta-
ria, habito tabaquico o la capacidad de producije de células escamosas en las preparaciones
esputo espontaneo pueden modificar los resultg0=demasiadas para permitir el recuento, 1=hay
dos de efectividad. células escamosas, pero permiten el recuento,

Por otra parte, en el caso de los asmaticos, |la=no hay células escamosas). Una muestra con
gravedad de la enfermedad y, por supuesto, lana puntuacién final menor o igual a 2 es inade-
terapéutica empleada en su tratamiento, modulaouada, igual a 3 intermedia, mayor o igual a 4
notablemente los resultados del estudio. adecuada. En publicaciones mas recientes, los

Por ultimo, parece decisivo que el pacientemismos autoréssimplifican estos criterios, con-
entienda perfectamente que el objetivo de lasiderando una muestra adecuada si: existe poca
induccion de la muestra es obtener una porcién deontaminacién salivar (porcentaje de células
esputo de alta calidad. En este sentido, el papescamosas <20%) y la viabilidad celular>50%.
que desempeiia el técnico que conduce la pruellaa observaciéon microscépica y diferenciacion
es decisivo de forma que el paciente entienda etelular es realmente dificultosa cuando la pro-
procedimiento, olvide los posibles prejuicios deporcién de células escamosas supera el 80%, lo
comportamiento y utilice adecuadamente la musque convierte la muestra en inservible para su
culatura laringeo-faringea. Sélo de esta forma sestudio, siendo este el criterio mas universal-
obtendran muestras de calidad. mente utilizad¥ en la actualidad.

Los hallazgos més relevantes en pacientes
asmaticos obtenidos por distintos autores y la téc-

ESTUDIOS DE VALIDACION DE LA nica empleada se presentan en la tabla IV. En la

TECNICA. PRINCIPALES HALLAZGOS tabla V se presentan los valores normales del
recuento diferencial propuestos por Hargreave, si
Validez de la muestra bien estas cifras deben ser interpretadas con cau-

Antes de efectuar estudios de validez y fiabili-tela pues se basan en los resultados obtenidos con
dad se debe conocer si el material obtenido etan sélo una muestra de 10 controles sanos. En
adecuado y representativo, es decir, procedentgeneral, los porcentajes celulares son similares
del tracto subglotico. Los criterios utilizados mientras que el nivel de las mediciones de fase
para ello varian en los distintos grupos de trabafluida (ECP) tienden a ser inferiores mediante la
jo: Pint® emplea los siguientes: el tamafio demetodologia de estudio de muestras completas.
todos los acumulos de moco (0= no acumulos, No obstante, como se observa en la tabla, cuando
=tamafio <4.5x9mm y 2= tamafio> 4.5x9mm), se recogen por separado las muestras de saliva y
contaminacion de células escamosas (0>10% desputo los resultados mejoran notablenténte

Tabla IV. Porcentajes de células y quimicos en esputo de pacientes asmaticos

Autor Situacién Muestra % Eosindfilos % Metacromaticas ECP (ug/L) Triptasa Referencia
paciente
Pin Basal Acumulos 18 0.5 - - 10
Pin Basal Acumulos 3.8 0.05 - - 24
Pin Tras BPT Acumulos 18.2 0.25 - - 24
Fahy Basal Completo 2.5 - 58.2* 0.9 22
Fahy Post BPT Completo 21.5* - 186.7* 35 22
Fahy Basal Completo 8.1* - 142* - 12
Claman Basal Completo 14 - 35.4 - 36
Gutiérrez Basal Acumulos 10 - 50.4 - 43
In't Veen Basal/leve Completo 6.1 - 54.2 - 38
In't Veen Basal/ severa Completo 16 - 102 - 38
Gershman Basal Completo 6 - 261* - 34
Pizzichini Crisis severa Aclumulos 20 - 1960 - 53
*Mediana
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Validacidon de la técnica Tabla V. Valores normales del recuento diferencial de células
La validacién de la técnica de induccion dePropuestos por FE Hargreave
esputo se ha realizado, en primer lugar, mediante IRecuento celular Mediana Rango intercuartilico
demostraqon de su reproduqtlbllldad (Ios' resultag.cuento de células totales 31 40
dos obtenidos a lo largo del tiempo en sujetos qu (*10% ml)
permanecen estables no muestran diferencias). EEosindfilos (%) 0.5 1.1
segundo lugar, mediante la demostracion de sueutf%fllos (‘z/g/)) 2642~19 23%-82
H H H H H acroragos (7o . .
validez o capacidad de discernir entre sujetos €O\ citon (%) 13 le

distintas patologias respiratorias y condiciones cli:
nicas (validez de contenido). Por ultimo, por medio
de la comparacion de los resultados obtenidos co
la induccién de esputo y otras técnicas validas para La validez de contenido de la técnica se ha
el estudio de la enfermedad (validez de criterio)demostrado, en primer lugar, mediante el analisis
No obstante, se debe ya sefalar que no existe ule células y quimicos en esputo de sujetos asmati-
"gold standard" definido para el estudio de la infla-cos, sanos o con otra patologia pulmonar, y en
macion o sus indices de actividad, lo que dificultasegundo lugar, mediante la valoracion de los cam-
realmente establecer la validez de criterio bios inducidos por la provocacion con alergeno o el
La valoracién de las muestras de esputo haratamiento con corticoides sobre estos parametros.
demostrado ser altamente reproductible respecto a El recuento diferencial de eosindfilos y células
los contajes porcentuales de eosindfilos, macréfametacromaticas es superior en el esputo de asma-
gos, polimorfonucleares y células metacromaticasticos que en el sujetos sanos, tanto en muestras de
tanto en las muestras obtenidas de forma espontésputo completéas$? como en las constituidas por
nea y tratadas con tripsir@mo tras la induccion acumulos de moéb* *7 Utilizando citometria de
de esputo con salino hipertonitdosteriormente flujo, se encuentra que el esputo de asmaéticos
otros estudios han confirmado la repetitividad decontiene mayor niimero de células T § B de
dichos contajes, en muestras compfetagn las células CD4+ y linfocitos que expresan ICAM-1
que se seleccionan y procesan los acumulos den la membrariaque el de controles. En cuanto a
mocd®*¥. En general, los resultados mas satisfaclos quimicos, los valores de ECP, fibrindgeno,
torios se han obtenido en los porcentajes de eosalbumind? ** 2y los de ICAM-F2, RANTES,
nofilos, con coeficientes de correlacion intraclaseTNF-a e IL-8%, son superiores en asmaticos com-
superiores a 0,80% Los resultados obtenidos en parados con sujetos sanos. Los resultados con res-
lo que respecta al contaje de células totales hapecto a la cuantificacion de otros quimicos, tales
sido mas dispares, encontrando rangos de vari@omo la triptasa son discordantes, encontrandose
cion del coeficiente de correlacion que oscilanen asmaticos valores superidfas similare® a
entre: 0.89 y 0.25° La repetitividad del recuen- los de controles. De forma similar, la cuantifica-
to porcentual de linfocitos es, en general, masion de IL-5 en esputo es superior en asmaticos
baj&, lo que se debe probablemente a los métoe no es detectable en la gran mayoria de las mues-
dos de identificacion celular utilizados, ya que altras tanto de asmaticos como de contfbles
emplear técnicas mas sofisticadas como la cito- Por otra parte, el esputo inducido es capaz de
metria de flujo, que identifica las células a travésdiscernir a los asmaticos en funcion de la severi-
de anticuerpos monoclonales frente a sus marcatad de la enfermedad, siendo los eosindfilos en
dores de membrana, se encuentra alta repetitiviesputo de nifios sintomaticos, significativamente
dad en los contajes de linfocitos totales, asi comauperiores a los de nifios asmaticos asintométicos
para linfocitos T cooperadores y supresores (39)y los niveles de diversas citoquinas como IB;1-
Con respecto a las mediciones de la fase fluida, 1&.-6, IL-8 0 RANTES, parecen ser significativa-
cuantificacion de ECP, MBP, EDN, albumina y mente mas elevados en sujetos sintomaticos que
fibrinbgeno en esputo ha demostrado ser tambiéen pacientes con asma no acfivhlo obstante, no
altamente reproductilife mientras que la de otros se ha demostrado una correlacidén estrecha entre
quimicos como la triptasa y la interleuquina 5 (IL- los indices de actividad en esputo y la expresién
5) es moderada o baja. clinica de la enfermed&dLa técnica permite tam-
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bién diferenciar asmaticos, en los que el tipo celudilucional secundario a estas dos Ultimas técnicas.
lar predominante son los eosindfilos, de sujetodNo existen, en la actualidad, estudios comparati-
con otra patologia pulmonar: bronquitis crénicavos con el cepillado bronquial.
obstructivd, en la que predominan los macrofagos
y neutrdéfilos y sus mediadores como la mielopero-
xidasa o liocalind. También con respecto a la fase SEGURIDAD DE LA TECNICA EN
fluida, los niveles de ECP en espbison supe- ASMATICOS
riores en el asma que en otras enfermedades pul-
monares como la bronquitis crénica, neumonia o Aunque la inhalaciéon de soluciones hiperténicas
infeccion respiratorf§ mientras que los niveles de puede provocar broncoconstricciéon en asméticos
IL-8 parecen en general mas elevados en pacientdés administracion de farmacfsadrenérgicos pre-
afectos de bronconeumopatia crénica obstructivayios a la induccién de esputo ha demostrado ser efi-
al compararlos con asmati¢os caz para prevenir dicha broncoconstriccién y hacer

Por otra parte, los valores de eosinofildsy que el uso de la técnica en sujetos asmaticos esta-
de ECP % 47se elevan en el esputo obtenido entrebles: “% en nifio$ “¢ 0 incluso en asmas graves o
las 4 y las 32 horas tras la provocacién bronquiatiurante exacerbaciorté$ sea segura. El prarito
alergeno especifica, con respecto a los valorefaringeo y las nauseas son los efectos adversos que
basales y se reducen tras la evitacion prolongadaparecen con mayor frecuencia documentados,
del alergenti y el tratamiento con corticoides en seguidos de accesos leves de broncoesgfasiiio
relacion a los valores basales y al grupo tratado
con placeb® * 4

Con respecto a la validez de criterio, los resulta- EL FUTURO: APLICACIONES EN LA
dos comparativos con otras técnicas como el lava- PRACTICA CLINICA
do bronquial o broncoalveolar son dispares y los
malos resultados obtenidos por algunos autores no El esputo inducido, de acuerdo a las considera-
suponen una falta de validez de la técnica de espeiones sefialadas anteriormente, es una técnica
to inducido, sino que sugieren la existencia de otraeproductible y valida para el estudio de la infla-
tipo de razones. Fahgompara en asmaticos y macion en la via aérea, que ofrece una informacion
controles sanos los resultados obtenidos medianigosiblemente en conjunto superior al lavado bron-
induccion de esputo y broncoscopia, y concluyequial o broncoalveolar, con la ventaja de no ser
que, aunque comparables, tanto los valores dmvasiva, de modo que se puede utilizar incluso en
células (eosindfilos, linfocitos y neutréfilos) como nifios, pacientes graves o descompensados, es mas
los de quimicos (ECP, albumina) son superiores ebarata y rapida y las secreciones obtenidas estan
las muestras de esputo que en las de LBA (lavadmas concentradas. Sin embargo, y debido a los
broncoalveolar), siendo menores las diferencias anultiples factores tanto técnicos como derivados
comparar con el LB (lavado bronquial). El porcen-de los sujetos que pueden modificar sus resultados,
taje relativo de macréfagos es habitualmente supedebemos ser cautos en su interpretacion. Tampoco
rior en las muestras de LBAEN el analisis de la debemos olvidar que las muestras de esputo son
fase fluida los niveles de ECP fueron 200 y 800representativas de las alteraciones presentes en la
veces superiores en las muestras de esputo comgaz de la via aérea, pero no tienen por qué reflejar
radas con las de LB y LBA, respectivamente. Selas anomalias presentes a nivel subepitelial.
observé una discreta correlacion entre los porcen- En la actualidad no parece apropiado hablar for-
tajes de eosinodfilos y ECP entre las muestras dealmente de indicaciones o contraindicaciones del
esputo y LBA, siendo esta correlacion indetectableestudio, si bien existen situaciones clinicas en las que
entre las muestras de esputo inducido y LBA.disponenmos de datos preliminares sobre su utilidad.
Otros autores han obtenido resultados simifares Por supuesto habria que afiadir toda la informacion
los cuales sugieren que las muestras de esputodisponible sobre la citologia convencional de esputo.
LB/LBA reflejan compartimentos pulmonares dis- La seguridad de la prueba, como ya se ha comenta-
tintos (via central versus via aérea periférica ydo, esta fuera de duda, de forma que puede ser utili-
alvéolo) y pone de manifiesto el importante efectozada incluso en situaciones de crisis asmatica.
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La constatacion de la presencia de eosinofilia emientos terapéuticos de un determinado paciente, si
esputo es de utilidad diagnéstica clara en situaciobien no cabe duda de que de todas las técnicas exis-
nes en las que exista una clinica atipica, o en aéntes en la actualidad, la induccion de esputo seria

diagnostico diferencial con otras patologias respila mas apropiada para desarrollar estos fines.

ratorias que cursan con hiperreactividad bronquial
(reaccion asmatica secundaria) como la bronquitis
cronica. Existen ya estudios que sugieren la utili-
dad diagnostica de la induccion de esputo en el
diagnéstico de la tos croniéao en sujetos en el
diagnostico de estadios muy tempranos de lal-
enfermedady estudios preliminares sobre su sen-
sibilidad y especificidad en el diagndstico de asma
frente a sujetos sanos, con buenos resuffados

El estudio de muestras seriadas de esputo indu-
cido permite monitorizar de forma objetiva las
modificaciones que aparecen en la luz bronquial a
lo largo del curso clinico de la enfermedad, inclu- 4.
yendo procesos agudos. Esta monitorizacion
seriada, cuando se realiza tras la exposicion con-
trolada o natural a alergenos, a todas luces aporta
una informacion objetiva sobre la posible apari-
cion de cambios inmuno-inflamatorios en la luz
bronquial, siendo esta informacion de mayor rele-
vancia que el seguimiento aislado de los cambios
espirométricos. Estos datos van a permitir una
valoracién més precisa del efecto inducido por g,
estos en un determinado sujeto, tanto en el con-
texto del ambiente labofatomo en la exposicidon
a alergenos doméstic¢asLa inducion de esputo
seriada puede ser también de notable interés clini-/-
co en situaciones en que el diagnéstico o la evo-
lucion son inciertds

Otras patologias inmunoalérgicas de las vias
respiratorias pueden ser también estudiadas
mediante la induccion de esputo. En este sentidog
se han descrito incrementos de los niveles de eosi-
néfilos y ECP en muestras de sujetos afectos de
rinitis alérgica por acaros, cuando se les comparao.
con sujetos sandsEste tipo de estudios pueden
ayudar a comprender mejor las interrelaciones
entre la rinitis y el asma bronquial. 11.

Por ultimo, existe un fuerte debate sobre la utili-
dad clinica de distintos indices o marcadores de
inflamacion bronquial. Diversos estudfos 58 5.6 1
han demostrado la sensibilidad de la técnica para™
detectar cambios de estos indices tras el tratamien-
to con farmacos antinflamatorios como corticoides
orales o inhalados. Las dificultades son, sin embar:3.
go, importantes y no se dispone de datos que indi-
quen un posible papel a la hora de fijar los requeri-
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