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RESUMEN:

El diagndstico de la neumonitis por hipersensibilidad requiere en ocasiones la realizacién de
técnicas diagnosticas invasivas que en ocasiones no son posibles de practicar dado el deterioro
de la capacidad funcional que presenta el paciente. El empleo de nuevas técnicas de estudio
de la inflamacién pulmonar, a través de métodos no invasivos, podrian ser de utilidad en el
diagnostico y seguimiento de esta entidad. En el presente estudio, planteamos el valor del
estudio del esputo inducido en el diagndstico de la neumonitis por hipersensibilidad, asi como

su posible utilidad en el contexto de las pruebas de provocacion bronquial especifica.

RESUM:

El diagnostic de la pneumonitis per hipersensibilitat requereix en ocasions la realitzacié de
tecniques diagnostiques invasives que de vegades no sén possibles de practicar donat el
deteriorament de la capacitat funcional que presenta el pacient. L'Us de noves técniques
d'estudi de la inflamacié pulmonar, a través de metodes no invasius, podrien ser d'utilitat en el
diagnostic i seguiment d'aquesta entitat. En el present estudi, plantegem el valor de I'estudi de
I'esput induit en el diagnostic de la pneumonitis per hipersensibilitat, aixi com la seva possible

utilitat en el context de les proves de provocacio bronquial especifiques.



ABREVIATURAS

NH: Neumonitis por Hipersensibilidad.

LBA: Lavado broncoalveolar.

FBC: Fibrobroncoscopia.

BPQ: Biopsia pulmonar quirdrgica.

BTB: Biopsia transbronquial.

TCAR: Tomografia computerizada de alta resolucion.
PPBE: Prueba de provocacién bronquial especifica.
EPOC: Enfermedad pulmonar obstructiva crénica.

TCHI: Test cutaneos de hipersensibilidad inmediata.
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1. Resumen

Introduccién: La neumonitis por hipersensibilidad (NH) representa a un grupo
heterogéneo de entidades patoldogicas en respuesta a una extensa variedad de
antigenos, provocando diferentes grados de desestructuracion del parénquima
pulmonar (1). El diagnéstico de esta enfermedad requiere en ocasiones de la
realizacién de técnicas diagndsticas invasivas tales como la FBC con LBA/BTB, que
en ocasiones no son posibles de practicar dado el deterioro de la capacidad funcional
que presenta el paciente (1-5). El empleo de nuevas técnicas de estudio de la
inflamacion pulmonar, a través de métodos no invasivos, podrian ser de utilidad en el
diagnostico y seguimiento de esta entidad. En el presente estudio, planteamos el valor
del estudio del esputo inducido en el diagndstico de la NH, asi como posible su utilidad
en el contexto de las pruebas de provocacion bronquial especifica.

Material y métodos: Se estudian prospectivamente 23 pacientes diagnosticados de
NH, confirmada por PPBE positiva al agente causal. Se realizo estudio de esputo
inducido 24h pre y/o post realizacion de prueba de provocacion bronquial especifica.
Resultados: El estudio celular de esputo inducido mostré un recuento celular medio
de 1,11x10° células, con una diferenciacién celular media de 28.70% Macréfagos,
69.40% Neutréfilos, 1.00% Linfocitos y 0.90% Eosindfilos. Si bien no se objetivaron
diferencias estadisticamente significativas en la diferenciacion celular segun el agente
causal, se observé un incremento superior al 10% en el porcentaje de neutréfilos
respecto al valor normal en un 90% de los casos, siendo este incremento de forma
basal superior en el caso de las NH producidas por hongos. El estudio del esputo
inducido post PPBE mostré un recuento celular medio de 1.59x10°, con 20,94% de
macréfagos, 77,10% de neutréfilos, 0,78% de linfocitos y 1,00% de eosindfilos. Se
observo un incremento superior al 10% en las cifras de neutréfilos respecto a su valor
basal después de la realizacién de la PPBE en un 66,6% de los casos, alcanzando
este incremento la significacion estadistica en las NH cuyo agente etiol6gico fueron los
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hongos (p= 0.025). Tras la exposicién al agente causal en el contexto de la realizacién
de una PPBE, la neutrofilia existente en el esputo inducido fue significativamente
superior en las NH producidas por hongos. Finalmente el 55% de los pacientes
diagnosticados de NH presentan un recuento de linfocitos superior o igual al 1% en

estudio basal de esputo inducido.

Conclusion:

En las NH existe una inflamacion neutrofilica basal, que podria ser superior en las NH
cuyo agente etioldgico son los hongos. El aumento de neutréfilos tras la PPBE podria
ayudar a disminuir el numero de falsos negativos de esta prueba, aunque son

necesarios futuros estudios para confirmar estos hechos.



2. Introduccioén

La neumonitis por hipersensibilidad (NH) representa a un grupo heterogéneo
de entidades patoldgicas, de intensidad y presentacion clinica variable, que resultan
de una reaccion inflamatoria pulmonar, de causa inmunol6gica, en respuesta a una
extensa variedad de antigenos, provocando diferentes grados de desestructuracion del
parénquima pulmonar (1). El diagndstico de esta entidad, engloba diferentes aspectos,
como son la demostracion de un estimulo antigénico responsable a través de una
historia clinica sugestiva (2) y/o determinacion de precipitinas en suero o prueba de
intradermorreaccion positiva (3) unos hallazgos radiolégicos y estudios de funcion
pulmonar compatibles (4) e infiltrado de predominio linfocitario, demostrado por la
presencia de linfocitosis en LBA y/o hallazgos anatomopatoldgicos caracteristicos en
muestras de tejido obtenidas por BTB y/o BPQ (1, 5). En este contexto, Schuyler y
Cormier (6) proponen unos criterios mayores y menores para el diagnéstico de la NH:
Criterios Mayores: 1) Sintomas compatibles con NH. 2) Evidencia de exposicion
antigénica apropiada a través de historia y/o deteccién de precipitinas especificas en
suero y/o LBA. 3) Hallazgos compatibles con NH en radiologia simple de térax o TC
toracico. 4) Linfocitosis en LBA (si se practica LBA). 5) Cambos histolégicos
compatibles con NH. 6) PPBE positiva (reproduccion de la sintomatologia y
alteraciones de laboratorio tras la exposicidon al antigeno sospechoso. Criterios
Menores: 1) Crepitantes bibasales. 2) Disminucion de la capacidad de difusion de CO.
3) Hipoxemia arterial, al menos tras ejercicio. El diagndstico se confirma si al menos
estan presentes 4 criterios mayores y 2 criterios menores, y si otras patologias de
caracteristicas similares han sido descartadas (sarcoidosis o fibrosis pulmonar

idiopatica)

La utilidad de los métodos no invasivos de estudio de inflamacién como el esputo
inducido a penas han sido estudiados en pacientes con NH. Si bien el estudio del

-1 -



esputo inducido ha demostrado ser muy Util para el diagnoéstico y seguimiento de
pacientes con asma y EPOC (7, 8) su utilidad es mas dudosa en pacientes con
patologia intersticial pulmonar. En este sentido, en pacientes con sarcoidosis, se ha
demostrado un aumento del nimero de células totales con un aumento del porcentaje
de linfocitos en el recuento celular diferencial (9, 10). En pacientes con esclerodermia
sistémica y afectacién pulmonar se ha observado un porcentaje mayor de neutrofilos,
con descenso de macrofagos, ademas de un incremento en el numero total de
células respecto a sujetos sanos (11). Finalmente en pacientes con NH los tres Unicos
estudios realizados hasta la actualidad han demostrado, al igual que en la sarcoidosis,
un aumento del numero de células totales con incremento del numero de linfocitos

comparado con sujetos (9, 12, 13).



3. Hipoétesis

El estudio celular diferencial del esputo inducido en las Neumonitis por
Hipersensibilidad puede tener utilidad en el diagnéstico de esta patologia. Su
realizacién en el contexto de la prueba de provocacion bronquial especifica puede
tener utilidad en el diagndstico de positividad o negatividad de la prueba cuando ésta

resulta inespecifica.

4. Objetivos
4.1 Objetivos Principales:
1. Estudiar las caracteristicas del recuento celular diferencial del esputo inducido
en las NH, comparando los datos obtenidos con la poblacién general.
2. Estudiar la respuesta celular en el esputo inducido tras realizar una PPBE al

agente causal en las NH.

4.2. Objetivos secundarios:

3. Estudiar cambios en las caracteristicas del esputo inducido en las NH en
funcién del agente causal.

4. Estudiar posibles relaciones entre los datos obtenidos en el esputo inducido y
otros parametros empleados habitualmente en el diagndstico de las NH (forma
de presentacion clinica, estudio funcional, estudios de hipersensibilidad
cutanea, precipitinas especificas en suero, radiologia, estudio de sangre
periférica, y lavado broncoalveolar).

5. Describir las caracteristicas clinicas y exploraciones complementarias basales

en las NH, asi como en relacion a la naturaleza del antigeno responsable.



5. Material y métodos

5.1 POBLACION A ESTUDIO:

Se estudiaron de forma prospectiva todos los pacientes que acudieron entre los afos
2004 y Febrero de 2010 a una consulta monografica de patologia intersticial cuya
actividad ha sido recientemente publicada (3). De un total de 268 pacientes con
sospecha de patologia intersticial, se realiz6 el diagnéstico de neumonitis por
hipersensibilidad en 80. En 57 de estos pacientes fue posible realizar una PPBE,
debido a que su estudio de funcién pulmonar permitié la realizacién de la misma (FVC
>50%, DLCO >50%), siendo excluidos los que no cumplian esta condicion. En 26
pacientes, en el contexto de la PPBE, se realizdé induccion del esputo previa y
posteriormente a la PPBE, no obteniendo muestra valida en 31 pacientes. Finalmente,

3 pacientes fueron excluidos por presentar una NH secundaria a la inhalacion de

agentes quimicos (Figura 1).

Figura 1

268 pacientes con patologia Intersticial Pulmonar estudiados
en Consulta Monografica del HVH desde 2004 hasta Marzo

2010.

80 pacientes diagnosticados
de Neumonitis por
Hipersensibilidad

- FVC y/o DLCO <50%
- No extracto antigénico

_
l disponible

57 Pacientes a los que se les
realizé6 PPBE

31 pacientes no se obtuvo muestra
de esputo inducido valida por
ausencia de muestra o presencia

l
de células escamosas >20%.

26 pacientes se realiza
estudio  de Esputo
Inducido pre y/o post
PPBE

3 pacientes con NH por
agentes quimicos
(excluidos para estudios
estadisticos)

| ——

23 pacientes con NH por aves y/o hongos,
con PPBE vy estudio de esputo inducido pre
y/o post




5.2 METODOS:

5.2.1. Criterios Diagnosticos.

El diagnéstico de NH se establecié siguiendo los criterios propuestos por Schuyler et al
(6). Se consideré que la forma de presentacion era aguda cuando los sintomas (mal
estar general, disnea, tos con/sin expectoracion, fiebre, dolor toracico) aparecian a las
pocas horas de contacto con el antigeno y desaparecian tras la evitacién del agente
causal. Se consideré una forma subaguda cuando durante un periodo de semanas o
meses, el paciente presentaba sintomas tales como astenia, sindrome constitucional,
febricula, pérdida de peso, tos seca y/o productiva, y/o disnea de esfuerzo. Finalmente
se consider6 una forma crénica cuando un paciente, con o sin exposicion antigénica
actual o previa, presentaba disnea grado Ill/IV, y el TC o la biopsia pulmonar

demostraron enfermedad pulmonar intersticial difusa con fibrosis establecida (4).

La Intensidad de la exposicion fue cuantificada en base a la duracién total de la
misma, calculada ésta a partir de los datos obtenidos en la historia clinica, o segun las
horas de totales de exposicion a la fuente alergénica. Se siguieron los siguientes
criterios, modificados de Rodriguez et al (14) para su clasificacion en 3 categorias:
leve (incluyendo exposiciones esporadicas y de escasa duracion) 1-6 horas a la

semana; moderada 6-18h a la semana; intensa: mas de 18horas a la semana.

5.2.2. Estudios de funcién pulmonar:

Los estudios de funcion pulmonar fueron realizados empleando un MasterLab
Apparatus (MasterLab, Jaegger, Germany) y siguiendo las recomendaciones
propuestas en las guias de la European Respiratory Society (ERS) descritas en 1993
(15). El estudio de los volumenes estaticos pulmonares, fue realizado siguiendo el
método pletismogréfico, y la DLCO fue medida mediante el método de la respiracién
Unica (16). Los valores tedricos espirométricos empleados fueron los descritos para la
poblacién mediterranea (17). Los valores predictivos de la DLCO y de los volumenes
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estaticos pulmonares fueron los propuestos por la European Respiratory Society (15,

18)

5.2.3. Prueba de provocacién bronquial especifica.

La PPBE fue realizada en nuestro centro hospitalario, tras obtener el consentimiento
informado por parte del paciente. Se empledé un Nebulizador de Vilbiss 646, y un
dosimetro Mefar MB3 que liberan la solucién de preparado de antigeno sospechoso
durante el primer segundo de cada inspiracion. La técnica consistié en la inhalacién de
2ml de la solucion, a una diluciéon de 1/100 (0.01mg/ml). FVC, FEV1, TLCO y la
temperatura del paciente fueron valoradas en situacion basal, a los 20 minutos tras la
exposicién, y cada hora durante las siguientes 8 horas. En todos los casos un test
basal con solucién placebo fue realizado el dia previo (4). La PPBE fue considerada
positiva segun los siguientes criterios:
1. Descenso de FVC >15% o descenso de DLCO >20% respecto a los valores de
referencia.
2. Descenso de 10-15% de la FVC con al menos uno de los siguientes criterios:
a) incremento de linfocitos periféricos superior al 20% en sangre periférica, b)
descenso de la saturacién arterial de oxigeno superior al 3%, ¢) cambios
radiolégicos significativos, d) incremento en la temperatura corporal superior al
0.5 °C, y e) aparicion de sintomatologia caracteristica.
3. Descenso de FVC inferior al 10% pero con 3 0 mas de los anteriores criterios

clinicos, analiticos y radiolégicos anteriormente descritos (19).

En los casos en los que el test resulté negativo con una dilucién de 1/100 de la
solucion de antigeno sospechoso, se repitid la exposicion durante las siguientes 24

horas, a una dilucién de 1/10 (0.1mg/ml), siguiendo el mismo procedimiento (4).



5.2.4. Esputo Inducido:

El estudio del esputo inducido, se realizé 24h antes y 24h después de la PPBE. Los
sujetos fueron premedicados con salbutamol a dosis de 200mcg. El aerosol fue
generado a través de un nebulizador ultrasénico OMROM® NE-U17 Ultra air. El
meétodo se basé en la inhalacion en concentraciones crecientes de solucion salina
hiperténica (3, 4, y 5%) durante 7 minutos cada uno a través de una boquilla sin pinzas
nasales. Después de cada periodo de inhalacion de 7 minutos, el FEV1 fue evaluado
mediante un espirdmetro Datospir 120, Sibemed ® (Sibel SA, Barcelona, Espafia). En
los casos en los que el FEV1 disminuyé del 10-20%, se repitié la inhalacién con la
misma concentracion de solucién salina; en los casos en los que se produjo una
disminuciéon del FEV1 superior al 20%, acompafado o no de sintomatologia, se
suspendié la prueba y se administrd tratamiento beta2 adrenérgico. En los casos en
los que el descenso del FEV1 fue inferior al 10%, se repitié la nebulizacién a dosis
creciente de la solucién salina segun lo descrito previamente. Tras cada nebulizacion,
los sujetos fueron instados a realizar limpieza nasal y enjuague bucal, para reducir la
contaminacién del esputo con el goteo postnatal y la saliva, e intentar realizar una
muestra de esputo en un contenedor. El procesado de la muestra se realizd en un
plazo de 2 horas manteniendo la misma refrigerada a temperatura de 4° C, y analizada
en laboratorio con recuento celular total, viabilidad, y diferenciacion de subclases
celulares. El estudio del esputo inducido fue llevado a cabo segun la técnica descrita

por Pizzichini et al (20).

5.2.5. Andlisis Estadistico:

De los resultados obtenidos al analizar a los 23 pacientes, se calculé la media y
la desviacion estandar de la media, mediana y rango. Las diferencias entre grupos
fueron analizadas mediante el test Mann- Witney para pruebas no paramétricas en
dos grupos independientes. Para establecer la asociacion entre los diferentes

parametros analizados se calcul6 el coeficiente de correlacién de Spearman. El



analisis estadistico se realizé6 mediante el programa informatico SPSS, version 17.0,

para Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, USA)



6. Resultados
Caracteristicas demograficas y clinicas:
En la Tabla 1 se describen los datos demograficos y las caracteristicas clinicas de la

poblacién estudiada.

Tabla 1: Caracteristicas clinicas y demograficas

TODOS (n=23) AVES (n=14) HONGOS (n=9) p
Sexo 0.583
Mujeres 16/23 (69.6%) 10/14(71.4%) 6/9 (66.7%)
Varones 7/23(30.4%) 4/14 (28.6%) 3/9 (33.3%)
Edad Media 52,60 (26-80) 52,35 (26-74) 53,00 (31-80) 0,975
Habito tabaquico 0,590
Fumadores activos 9/23 (39.1%) 2/14 (14.3%) 2/9 (22.2%)
No fumadores 9/23 (39.1%) 6/14 (42.9%) 2/9 (22.2%)
Ex Fumadores 9/23 (39.1%) 6/14 (42.9%) 5/9 (55.6%)
Paquetes Ao (n=14) 14.71 (¥13.07) 16.37 (£13.09) 13.06 (+13.74) 0.950
pag/ano pag/ano pag/ano
Sintomas
Fiebre 9/23 (39.1%) 5/14 (35.7%) 4/9 (44.4%) 0.505
Tos 18/23 (78.3%) 10/14 (71.4%) 8/9 (88.9%) 0.327
Disnea 22/23 (95.7%) 13/14 (92.9%) 9/9 (100%) 0.609
IRPA 17/23 (73.9%) 12/14 (85.7%) 5/9 (55.6%) 0.132
Artromialgias 17/23 (73.9%) 12/14 (85.7%) 5/9 (55.6%) 0.226
Auscultacién (i,
Normal 12/21 (57.14%) 9/13 (69.23%) 3/8 (37.5%) 0.355
Crepitantes bibasales 7/21 (33.3%) 3/13 (23.07%) 4/8 (50.0%)
Sibilancias 2/21 (9.52%) 1/13 (7.69%) 1/8 (12.5%)
Periodo de latencia () 0.063
<6 meses 2/22 (9.09%) - 2/8 (25%)
6 meses a 1 afo 2/22 (9.09%) 2/14 (14.28%) -
1 afo a 5 afios 6/22 (27.27%) 4/14 (28.57%) 2/8 (25%)
5 afos a 10 afos 4/22 (18.18%) 4/14 (28.57%) -
10 afios a 20 afos 2/22 (27.27%) - 2/8 (25%)
>20 aflos 6/22 (27.27%) 4/14 (28.57%) 2/8 (25%)
Tiempo Total de Exposicion (, 0.143
<6 meses 2/22 (9.09%) - 2/8 (25%)
6 meses a 1 afno - -
1 afo a 5 afios 3/22 (13.63%) 3/14 (21.42%) -
5 afios a 10 afios 8/22 (36.36%) 6/14 (42.85%) 2/8 (28%)
10 afios a 20 afios 3/22 (13.63%) 1/14 (7.14%) 2/8 (25%)
>20 afios 6/22 (27.27%) 4/14 (28.57%) 2/8 (25%)
Tiempo de Exposicion 0.136
Sintomatica (5
<6 meses 4/22 (18.18%) 114 (7.14%) 3/8 (37.5%)
6 meses a 1 afio 4/22 (18.18%) 2/14 (14.28%) 2/8 (25%)
1 afo a 5 afios 10/22 (45.45%) 9/14 (64.28%) 1/8 (12.5%)
5 afios a 10 afios 2/22 (9.09%) 1/14 (7.14%) 1/8 (12.5%)
10 afios a 20 afos 1/22 (4.54%) - 1/8 (12.5%)
>20 afios 1/22 (4.54%) 1/14 (7.14%)
Intensidad de la Exposicion 0.209
Leve 4/23 (17.4%) 4/14 (28.6%) -
Moderado 4/23 (17.4%) 2/14 (14.28%) 2/9 (22.2%)
Intenso 15/23 (65.21%) 8/14 (57.14%) 7/9 (77.8%)
Presentacion Clinica () 0.802
Aguda 3/22 (13.63%) 2/14 (14.28%) 1/8 (12.5%)
Subaguda 10/22 (45.45%) 7/14 (50%) 3/8 (37.5%)
Croénica 9/22 (40.90%) 5/14 (35.71%) 4/8 (50.0%)

@

M No disponemos de datos en 2 pacientes ): No disponemos de datos en 1 paciente



En el momento del diagnéstico, los pacientes presentaban un periodo de latencia
desde el inicio de la exposicion al comienzo de los sintomas, de 1 a 5 afos en un
26,1% de los casos (6/22), y un tiempo total de exposicién al agente de 5 a 10 afos en
un 34.80% (8/22); la exposicidn al antigeno una vez iniciada la clinica se prolong6 de 1
a 5 afos en un 43,5% (10/22). La exposicion al antigeno fue intensa en un 65,2% de
los casos (15/23), alcanzando un porcentaje del 77,8% en las NH por hongos (7/9); no
hemos objetivado diferencias significativas respecto a las NH por aves (p= 0.209).

En la tabla 2 se muestran los resultados obtenidos en las exploraciones

complementarias realizadas.

Tabla 2. Exploraciones Complementarias

TODOS AVES HONGOS p
(n=23) N= 14 (n=9)
Sangre Periférica
Leucocitos/mm3 7865,21 7535,71 8377,77 0.600
Recuento Celular (%)
N% 59,28% 55,15% 65,71% 0.039
L% 28,63% 31,93% 23,50% 0.053
M% 7,70% 8,57% 6,50%
Eo% 2,72% 2,16% 3,40%
Patrén Radiolégico
Normal 4/22 (18.18%) 2/13 (15.38%) 2/9 (22,2%) 0.482
Reticular 1/22 (4.54%) - 1/9 (11,1%)
Nodulillar 7/22 (31.8%) 4/13 (30.76%) 3/9 (33,3%)
NIU 2/22 (9.09%) 1/13 (7,69%) 1/9 (11,1%)
Vidrio deslustrado 8/22 (36.36%) 6/13 (46.15%) 2/9 (22,2%)
Pruebas Funcionales
Respiratorias
FVC 76,49% 73,35% 81,36% 0.250
FEV1 83,57% 81,28% 87,13% 0.516
FEV1% 81,23% 81,84% 80,26% 0.877
TLCO 60,94% 59,40% 65,35% 0.516
KCO 71,37% 71,35% 71,40% 0.975
Lavado Broncoalveolar ®
N% 12,11% 11,16% 14,0% 0.964
L% 23,52% 24,15% 22,16% 0.368
M% 66,22% 69,25% 60,16% 0.213
Eo% 0,16% 0.08% 0,33% 0.750
IgG Especifica (1 0.144
Positiva 12/19 (6315%) 6/12 (50%) 7/8 (87.5%)
Negativa 7/19 (36.84%) 6/12 (50%) 1/8 (12.5%)
TCHI (i 0.574
Positivo 15/19(78.94%) 9/11 (81.81%) 7/9 (77.7%)
Negativo 4/19 (21.05%) 2/11 (18.18%) 2/9 (22.2%)

- No existen datos en 4 pacientes @:n=18 ©: No existen datos en 1 paciente



Se objetivd una diferencia significativa en el recuento diferencial celular en sangre
periférica segun el agente causal, con un predominio de neutréfilos en las NH por
hongos con un porcentaje de 65.71% (p = 0,039) y predominio de linfocitos en los

casos de NH por antigenos aviares, con un porcentaje de 31,93% ( p= 0,053).

No hallamos una correlacion significativa entre la cifra de neutréfilos en sangre
periférica y LBA (R= 0.435, p= 0.071). (Figura 2) En el recuento diferencial de
linfocitos, encontramos una relacion inversa entre porcentaje de linfocitos en LBA y

sangre periférica (R=-0.001) aunque sin significancion estadistica (p= 0.996)

Figura 2
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En cambio, si se objetivd una correlacion estadisticamente significativa entre el

nuamero de linfocitos en sangre periférica, y el recuento celular de neutréfilos en las



muestras de esputo inducido, con una relacion inversamente proporcional entre ambas

medidas (R -0.515, p= 0.020) (Figura 3)

Figura 3

Linfocitos en sangre periférica y neutréfilos en LBA
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El estudio celular de esputo inducido mostré un recuento celular medio de 1,11x10°
células, con una diferenciacién celular media de 69,40% de Neutréfilos, 1,00% de
Linfocitos, 28,70% de Macrofagos, y 0.90% de Eosindfilos. Si bien no se objetivaron
diferencias estadisticamente significativas en la diferenciacion celular segun el agente
causal, se observé un incremento superior al 10% en el porcentaje de neutréfilos
respecto al valor normal en un 90% de los casos, siendo este incremento de forma

basal superior en el caso de las NH producidas por hongos. El estudio del esputo
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inducido post PPBE mostr6 un recuento celular medio de 1,59x10e®, con 77,10% de
neutroéfilos, 0,78% de linfocitos, 20,94% de macréfagos, y 1,00% de eosindfilos, con un
predominio de neutréfilos en el estudio del esputo inducido en las NH por hongos, en
comparacion con las NH por aves, con un 84,22% y 70,70% respectivamente (p=
0.035). (Figura 4) (Tabla 3). Se observé un incremento superior al 10% en las cifras de
neutréfilos respecto a su valor basal después de la realizacion de la PPBE en un
66,6% de los casos. Ademas, se observd un incremento de N en los casos de NH
por hongos con un porcentaje pre PPBE de 71,50% y post PPBE de 84,22% % de
neutréfilos respecto al valor basal (p= 0,025) tras la realizacion de la PPBE al

antigeno responsable, (Figura 5) sin diferencias significativas en el resto de las series.

Tabla 3. Métodos no invasivos de medicion de la inflamacion:

TOTAL AVES HONGOS p
ESPUTO INDUCIDO pre
PPBE "
N® Total Células (x10e6) | 1,11 0,53 1,97 0.624
Recuento Gelular (%)
N% 69,40 68,0 71,50 0.571
L% 1,00 1,33 0.50 0.384
M% 28,70 29,75 27,12 0.473
Eo% 0,90 0.91 0.87 0.910
ESPUTO INDUCIDO
post PPBE @
N® Total Células (x10e6) | 1,59 0,96 2,28 0.356
Recuento Celular (%)
N% 7710 70,70 84,22 0.035
L% 0.78 1,0 0.55 0.604
M% 20.94 27,20 14,00 0.028
Eo% 1,00 1,30 1.22 0.720
"'n=20 @n=19



Figura 4 Porcentaje de recuento celular de Neutréfilos en esputo inducido pre y

post PPBE en las NH por inhalaciéon de hongos.
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Figura 5 Porcentaje de recuento celular de Neutréfilos en esputo inducido post

PPBE en las NH por inhalaciéon de proteinas aviares y hongos.
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Tampoco se observaron diferencias significativas en el recuento celular en el esputo
inducido de forma global en funcién de la forma de presentacién clinica. En cambio, si
que se objetivé una inflamacién neutrofilica basal en las muestras de esputo inducido
en las NH por Hongos en las formas subagudas (p= 0.036) en relacién a las formas
subagudas en las NH por aves, sin diferencias en el resto de formas de presentacion.
(Figura 6). Finalmente, en las formas agudas, se objetivé un predominio de neutréfilos
en esputo inducido en las NH por aves con una diferencia estadisticamente
significativa respecto a los recuentos de neutréfilos en formas subaguda y crénica (p=

0,041).

Porcentaje de Neutrofilos en esputo inducido en las formas de

presentacion subagudas

P=0.0360
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7. Discusion:

El presente estudio demuestra que en las NH existe un incremento del recuento
celular de neutrdfilos en el esputo inducido, con respecto tanto a la poblacion general.
Si bien de forma basal la inflamacién neutrofilica en las NH secundarias a inhalacion
de hongos no alcanzé la significancién estadistica respecto a las NH producidas por
antigenos aviares, su incremento significativo tras la exposicion al antigeno
responsable en el contexto de la PPBE, podria sugerir una respuesta neutrofilica
superior en las NH cuyo agente etioldgico son los hongos. Esta reaccidén neutrofilica
basal, acentuada tras PPBE al antigeno responsable, podria ser también de utilidad en
el contexto de la PPBE para intentar reducir los posibles falsos negativos de esta

prueba.

La NH es una entidad que se caracteriza por una respuesta inflamatoria de causa
inmunoldgica, que afecta de forma preferente al parénquima pulmonar, pero en la que
también puede estar implicada la afectacidon de las via aéreas mas distal. Para
demostrar esta inflamacion, es necesario recurrir a técnicas invasivas de diagnéstico,
como el LBA y la BTB, en las que la presencia de linfocitosis y/o infilirado de
predominio linfocitario respectivamente es caracteristica. En ocasiones, estas técnicas
no son viables, debido a la situacién funcional del paciente. En este contexto, el
desarrollo de nuevas técnicas de estudio de inflamacién pulmonar por métodos no
invasivos, como el esputo inducido, pueden ser de utilidad en la evaluacion

diagndstica de estos pacientes.

El estudio del esputo inducido se ha demostrado util en enfermedades como el asma o
el EPOC (21, 22, 23), si bien su utilidad en enfermedades intersticiales pulmonares no
esta definida. D’lppolito et al (10), plantearon por primera vez la utilidad del estudio del
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recuento celular diferencial en el esputo inducido en pacientes con sarcoidosis de
reciente diagndéstico. Se tratdé de un estudio prospectivo, realizado sobre 15 pacientes
diagnosticados de sarcoidosis en estadio I-Il y 12 individuos sanos, en el que los
resultados obtenidos mostraron cifras de linfocitos en El significativamente superiores
en pacientes con sarcoidosis frente a sanos, asi como mayor numero de células
totales, y células epiteliales. El recuento celular de linfocitos en pacientes con
sarcoidosis fue de 9.4%, frente a 3.8% en individuos sanos. Posteriormente, Moodley
et al (24), demostraron unas cifras basales de linfocitos en esputo inducido en
pacientes con sarcoidosis de un 17.9%, con recuento de células totales de 9.4x1 05/ml,
sin objetivar correlacion en el recuento celular diferencial en esputo inducido y LBA
para las diferentes series celulares. Finalmente, Mroz et al (25), tras evaluar el
recuento celular diferencial en muestras de LBA y esputo inducido, antes y después de
tratamiento oral con corticosteroides en 17 pacientes diagnosticados de sarcoidosis en
estadio I, objetivaron cifras de neutréfilos basales de 62%, macréfagos 31%, y
linfocitos 4%, con descenso de la cifra de neutrofilos e incremento de macréfagos tras
tratamiento, con cifras de 37% y 54% respectivamente. Las cifras de linfocitos (4%), no
mostraron variaciones en el estudio del esputo inducido pre y post tratamiento oral.
Tampoco observaron cambios significativos en el recuento diferencial de células T
antes y después del tratamiento en muestras de LBA, aunque el nimero de células T
fue inferior en muestras de esputo inducido respecto a LBA. Sin embargo, si que
demostraron una correlacion positiva en estudios de LBA y esputo inducido en el

namero de células T CD4+ (r=0.59), CD8+ (0.34) y en el indice CD4/CD8 (r= 0.66).

La utilidad de la medicién de la inflamaciéon pulmonar mediante el esputo inducido en
entidades como la esclerodermia y la fibrosis pulmonar Idiopatica también ha sido
estudiada. En este sentido en un estudio reciente, Damjanov et al (26), observaron un
incremento del numero total de células en muestras de esputo inducido de pacientes
con esclerodermia frente a individuos sanos, con incremento en el porcentaje de
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Neutréfilos y Linfocitos, con cifras medias de 41.79% y 17.42% respectivamente;
también observaron una correlacion en los porcentajes de Neutréfilos y Macréfagos en
muestras de esputo inducido y LBA. Antoniou et al (27) , al estudiar 20 pacientes con
FPI, demostraron también en esputo inducido un incremento en el numero total de
células, asi como en el recuento celular de linfocitos (5+1.7%); ademas, también
demostraron una estrecha correlacion en el recuento diferencial de eosindfilos,

linfocitos T CD8+ y CD4/CD8 ratio en esputo inducido y LBA.

En la NH, hasta la actualidad, tan sélo tres trabajos han intentado evaluar la utilidad
del estudio del esputo inducido para su diagndstico, siendo tan sélo dos los
publicados en lengua inglesa. Mroz et al (13), describen un recuento de linfocitos de
13.8% en las NH, argumentando su utilidad en el estudio de la inflamacion en esta
entidad. Sobiecka et al (9), realizaron un estudio prospectivo, basado en 59 pacientes.
De éstos, 36 pacientes habian sido diagnosticados de sarcoidosis, 7 de FPI, y 16
diagnosticados de NH segun los criterios de la ATS. Las formas clinicas de
presentacion, de acuerdo a criterios radiolégicos de TCAR, fueron NH subagudas en
11 pacientes y NH cronica en 5 pacientes. Durante el estudio diagnostico, se realizd
estudio de LBA y esputo inducido. Los autores, objetivan un recuento de linfocitos de
hasta un 20.7% en muestras de esputo inducido en pacientes con NH, con una
correlacion significativa respecto a los valores obtenidos en LBA. Finalmente,
D’lppolito et al (12), realizan un estudio basado en pacientes afectos de NH, y 9
individuos sanos. El diagnostico se basd en la presencia de sintomas compatibles,
estudio radiol6gico y serologico, con precipitinas séricas a M. faeni en 7 pacientes y
frente a proteinas aviares en 2 pacientes. Las formas de presentacion clinica, basada
en criterios radiolégicos, fueron en forma de NH subaguda en 8 pacientes y NH
cronica en uno de ellos. El grupo control, estaba formado por 9 individuos sanos, no
fumadores, sin patologia respiratoria previa. Los resultados obtenidos, demostraron la
existencia de un incremento significativo del nimero total de células y linfocitos en
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muestras de esputo inducido. En este caso, a diferencia de los estudios anteriores, los
valores fueron comparados con un grupo control. El porcentaje de linfocitos en esputo
inducido fue de (4+3%) con 81x10%ml células totales en los pacientes afectos de
NH, siendo los valores obtenidos en el grupo control de 0.8+2% con 34.4x10°/ml
células totales. En este caso, no se demostr6 correlacion entre las cifras de células

totales, y subtipos celulares en muestras de esputo inducido y LBA.

A diferencia de lo hallado por estos autores, en el presente estudio, basado en una
cohorte de 23 pacientes afectos de NH, y cuyo diagnostico de certeza del agente
causal fue efectuado mediante una PPBE, hallamos una inflamacion neutrofilica de
forma basal en la mayoria de los pacientes, y aunque no de forma significativa,
especialmente en las NH cuyo agente etiolégico fue un hongo. El recuento de
neutréfilos en las muestras de esputo de estos pacientes, fue superior a un 10% del
valor normal observado en una poblacién general en el 90% de los casos, siendo del
50% de los casos respecto al valor normal de sujetos de igual edad que la poblacion a
estudio (28,29). Esta caracteristica es especialmente relevante en los casos de
presentacion subaguda, en los que ademas, encontramos una diferencia
estadisticamente significativa al compararlo con las NH secundarias a inhalacion de

antigenos aviares.

Esta diferencia en el tipo de inflamacién objetivado en relacion al agente causal, no
habia sido descrita hasta la actualidad. En este sentido, en nuestro medio, las causas
mas frecuentes de NH son la exposicion a proteinas aviares (4), el pulmén del granjero
(30) la espartosis en los trabajadores de la construccion (31) y la suberosis en los
trabajadores del corcho (19). Estas tres ultimas entidades, en las que el agente causal
implicado son hongos, se caracterizan por tener fundamentalmente una exposicion
laboral, con una duracion mayor en el tiempo, y una intensidad de exposicidén
valorable, a diferencia de las NH por otros agentes, como las NH por aves, en las que
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la exposicién generalmente es intermitente en el tiempo y de baja intensidad (4). Esta
caracteristica diferencial, podria explicar el desarrollo de una respuesta inflamatoria
con caracteristicas diferenciales, que hagan que las NH por Hongos presenten un
mayor grado de inflamacién que las NH por aves, siendo este hecho especialmente
relevante tras la exposicion al agente causal.

La existencia de una neutrofilia basal en las NH, no se corresponderia con lo descrito
hasta la actualidad en la literatura. En nuestro caso, los estudios se han realizado
siguiendo la técnica de Pizichini (20) para la induccion y procesado del esputo. El
recuento celular obtenido en las diferentes series celulares se encuentra ademas en
concordancia con los valores descritos por Rebecca et al (28,29), considerados en la
actualidad, como valores de referencia. Por el contrario, en el estudio realizado por
Sobiecka et al (9), asi como en el descrito por D’lppolito et al (12), la técnica de
induccion y procesado del esputo difiere con la descrita por Pizzichini et al (20), no
pudiendo comparar los resultados descritos con los obtenidos en el presente trabajo
de forma fiable. De este modo, la ausencia de una técnica estandarizada de induccion
y procesado del esputo podria ser la responsable de parte de las diferencias

encontradas.

Paralelamente, si bien, el alto porcentaje de neutréfilos en esputo inducido es el
hallazgo mas relevante en el presente estudio, también hemos observado un
incremento en el porcentaje de linfocitos, sobretodo en las NH por aves, con cifras de
2.6% en las formas subagudas, aunque sin alcanzar este hallazgo la significacion
estadistica al compararlo con las NH producidas por hongos. A diferencia de lo
observado en el esputo inducido, el estudio de la celularidad en el LBA si que
demostro cifras de linfocitos superiores al 20% en la mayoria de los casos, al igual que
ocurria en los anteriores trabajos descritos (9) y lo hallado previamente por nuestro
grupo en una serie de 86 casos de NH por aves recientemente publicada (4). Los
estudios de correlacién realizados entre las cifras de linfocitos en LBA y esputo
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inducido, no fueron significativos. Este hecho, estaria en desacuerdo por lo descrito
por Sobiecka et al (9), donde los autores encuentran una correlacion significativa entre
las cifras de linfocitos en esputo inducido y LBA (R 0.64, p = 0.035) en las NH. En
cambio, estos hallazgos, estarian de acuerdo con el estudio descrito por D lppolito et
al (12), en el que los autores tampoco hallan correlacion entre ambas series celulares

en las diferentes muestras.

El estudio de una respuesta inflamatoria diferente en relacién al agente causal, y de
una posible compartimentalizacion de la respuesta inflamatoria, se hace también
evidente en los estudios realizados en sangre periférica. En nuestro caso, objetivamos
recuentos de linfocitos en sangre periférica significativamente inferiores en las NH por
hongos respecto de las NH por antigenos aviares, sin que en ninguno de los casos, los
niveles de linfocitos en sangre periférica fueron inferiores al 20%. La existencia de
linfopenia periférica, clasicamente se asocia a un recuento superior de linfocitos en el
LBA (4) debido probablemente a un reclutamiento de los mismos a nivel pulmonar. Un
dato interesante del presente trabajo, ha sido el hecho de hallar una correlacion
inversamente proporcional entre el recuento de linfocitos en sangre periférica y el
recuento de neutréfilos en muestras de esputo inducido. Es conocido que en los casos
de infeccion sistémica grave, la presencia de leucocitosis periférica es caracteristica, y
se asocia frecuentemente a la presencia de formas celulares jévenes. La reduccion del
nuamero de leucocitos circulantes, puede sin embargo también estar presente, siendo
ademas un factor de mal prondéstico. Dicha leucopenia periférica, suele caracterizarse
por una disminuciéon del numero de neutréfilos sanguineos, aunque el descenso de
linfocitos, eosindfilos, baséfilos y monocitos también puede ser el responsable. Este
descenso de las series celulares, puede ser consecuencia un consumo aumentado,
asociada a la migracion de los leucocitos desde el compartimento vascular (32). De
este modo, podriamos hipotetizar que, quizas, en las NH producidas por Hongos,
existe una respuesta inflamatoria de mayor intensidad que en las NH en las que el
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agente etiologico son las proteinas aviares, y se produce una mayor migracién de
leucocitos hacia la via aérea mas distal, responsable de la respuesta neutrofilica

objetivada en esputo inducido.

Es conocido, que el recuento celular de neutréfilos en los diferentes compartimentos
pulmonares decrece desde la via aérea mas proximal hasta los compartimentos mas
distales. Nightingale et al (33), en un estudio realizado sobre 16 pacientes, estudiando
muestras procedentes de aspirado traqueal, esputo inducido y LBA, concluyen que el
recuento celular de neutréfilos en vias proximales es mayor que en vias distales, de
forma independiente de la inhalacidbn o no de suero hipertonico para la induccién,
siendo por lo tanto independiente de la existencia de una irritacién de la via aérea. Los
autores entienden el recuento celular de neutréfilos en esputo inducido como reflejo de
inflamacién de las vias aéreas mas proximales. En este sentido, la técnica empleada
en el presente estudio para la obtencién de las muestras de esputo inducido ,
siguiendo el método de Pizzichini et al (20) y el control de calidad de la muestra
realizado, descartando aquellas muestras en las que la presencia de células
escamosas fue superior al 20%, apoya la idea que el elevado porcentaje de
neutréfilos observados es reflejo de una posible inflamacién de la via aérea mas
distal.

Finalmente, como hemos comentado anteriormente, el diagndstico de la NH engloba
diferentes aspectos: que incluyen la demostracion de un estimulo antigénico
responsable a través de una historia clinica sugestiva y/o la determinacion de
precipitinas en suero o prueba de intradermorreaccién positiva; hallazgos radiol6gicos
y estudios de funcion pulmonar compatibles, y presencia de un infiltrado de predominio
linfocitario, demostrado por la presencia de linfocitosis en LBA y/o hallazgos
anatomopatol6gicos caracteristicos en muestras de tejido obtenidas por BTB y/o BPQ.
El empleo de técnicas de provocacion bronquial especifica mediante la inhalacion o
mediante la exposicion directa al alérgeno o material causal esté indicado en los casos
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en los que, a pesar de los estudios previos, no ha sido posible establecer un
diagnostico definitivo. El resultado de una prueba de provocacion bronquial positiva se
considera el «patron de oro» en el diagndéstico de la NH (34), siendo su especificidad,
sensibilidad, y valor predictivo y negativo superior al 80% segun un estudio realizado
sobre 17 pacientes afectos de NH crdnica, 17 pacientes diagnosticados de otras
enfermedades intersticiales pulmonares y 5 individuos sanos en el que se evaluaba la
utilidad de monitorizacion de la T2, SatHbO2 y FVC en el contexto de la realizacion de
la PPBE (35). En nuestro estudio, en el contexto de la realizacion de una PPBE, se
realiz6 estudio de esputo inducido previo y posterior a la realizacién de la misma, con
la finalidad de estudiar posibles variaciones en las caracteristicas celulares del mismo,
que a su vez pudiesen tener utilidad, en la validacién de la PPBE en los casos en los
gue ésta resulta inespecifica. Como ya hemos comentado, tras la exposicion al agente
causal en las NH cuyo agente etiolégico eran los hongos, observamos una respuesta
inflamatoria neutrofilica mas marcada. Este hallazgo, sustentaria la hipo6tesis previa de
la existencia de una respuesta inflamatoria diferente en relacién al agente causal.
Ademas, permite también plantear la rentabilidad del estudio del esputo inducido en el
contexto de las PPBE. La presencia de neutrofilia en esputo tras la realizacion de la
PPBE, podria ser considerada como marcador de inflamacién en las NH. Este hecho,
podria ser especialmente interesante en los casos en los que el agente etiol6gico son
los hongos, pudiendo resultar Gtil en la definicion de positividad de la PPBE en
aquellos casos en los que ésta resulta inespecifica. Este hecho, debido al escaso
tamano muestral, condiciona que sean necesarios mas estudios para poder definir su

rentabilidad diagnéstica en este contexto.



8. Conclusiones
En las NH existe una inflamacion neutrofilica basal, que es superior en las NH cuyo
agente etiolégico son los hongos, en comparaciéon con las NH producidas por

antigenos aviares, si bien, esta diferencia no alcanza la significacion estadistica.

Tras la realizacion de la PPBE observamos un incremento en las cifras de neutréfilos
en El, especialmente en las NH producidas por hongos en comparacién con las NH
producidas por antigenos aviares, dato que podria tener relevancia en el contexto de

la validaciéon de la PPBE.

No encontramos correlacion entre los datos obtenidos en el esputo inducido y los
estudios funcionales, estudios de hipersensibilidad, radiologia y lavado broncoalveolar.
En cambio, observamos una correlacion negativa entre las cifras de linfocitos en
sangre periférica y neutrofilia en esputo inducido, especialmente en las NH por

hongos.

Las NH producidas por antigenos aviares no se diferencian de las NH producidas por
hongos en sus caracteristicas clinicas, ni exploraciones complementarias, salvo en los
estudios realizados en sangre periférica, existiendo un recuento de linfocitos inferior en

las NH producidas por hongos.
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