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Oxido Nitrico en aire exhalado: Valores de referencia en poblacién sana
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RESUMEN

OBIJETIVOS: Tradicionalmente la principal manera de monitorizar la evolucion de una enfermedad inflamatoria
y crénica como es el asma ha sido basada en datos clinicos. En los Ultimos anos han ido apareciendo nuevos
métodos que tienen como objetivo determinar el grado de inflamacion de la via aérea de una manera no inva-
siva. Una de ellas es la determinacion del 6xido nitrico en el aire exhalado (FE,,)- Antes de que se extienda el
uso de este test, es necesario desarrollar unos valores de referencia que permitan interpretar los valores de
FE,, detectados. El objetivo de este estudio ha sido determinar los valores de referencia en poblacion adultay
sana, analizar la existencia de posibles confusores (sexo, edad) y determinar potenciales efectos secundarios
a la realizacion de dichas exploraciones.

SUJETOS Y METODOS: Se incluyeron sujetos con edades comprendidas entre 18 y 65 anos, sin antecedentes
de tabaquismo y sanos, determinado por sus antecedentes médicos y la exploracion fisica. Se realiz6 la me-
dicion de FE,, por el método “online” de respiracion simple mediante un analizador de quimioluminiscencia
NIOX (Nitric Oxide Monitoring System, Aerocrine, Sweden).

RESULTADOS: El valor medio + desviacion estandar de FE, en una poblacion adulta y sana fue de 18 + 11
partes por billon (ppb), rango:2-54. Se detectaron valores significativamente mas altos (p=0.003) al compa-
rar los hombres (22 ppb) con respecto a las mujeres (15ppb). No se encontraron correlaciones significativas
entre los niveles de FE vy la edad de los sujetos. No se describieron problemas o efectos adversos en relacion
con el procedimiento.

CONCLUSIONES: La medicion de FE, con el NIOX es sencilla y segura. Los niveles medios en poblacion
adulta, sana y no fumadora son de 18 ppb, siendo significativamente mas elevados en los hombres que

en las mujeres.
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INTRODUCCION

Hoy en dia, esta universalmente aceptado por parte de
la comunidad cientifica que el asma es una enferme-
dad inflamatoria cronica, que cursa con episodios de
obstrucciéon bronquial total o parcialmente reversible y
con una reconocida y demostrable hipersensibilidad de
la via aérea’. Dado el caracter inflamatorio y crénico
de la enfermedad, se ha hecho fundamental intentar
determinar el grado de control evolutivo o terapéutico
mediante su monitorizacion.

Hasta el momento, los médicos nos hemos basado en
datos principalmente clinicos para intentar monitorizar
o controlar la enfermedad. También se han empleado,
mas bien desde el lado experimental que clinico, mé-
todos que aportaban informacion sobre la morfologia
y la citologia de la via aérea de los enfermos como la
obtencion de muestras de biopsia y lavado broncoal-
veolar mediante técnicas broncoscoépicas?. El importan-
te grado de invasividad y de complicacién técnica ha
impedido su uso generalizado y rutinario. Por este mo-
tivo en los Ultimos anos se han realizado importantes
esfuerzos con el objetivo de obtener biomarcadores de
inflamaciéon bronquial mediante métodos no invasivos
que se correspondan con aquellos otros obtenidos de
una manera mas agresiva. En esta direccion, se han ido
desarrollando técnicas relativamente novedosas como
son el analisis de marcadores inflamatorios en esputo
inducido, en el aire exhalado o en su condensado®*.

El 6xido nitrico (NO) es un gas producido por varios
tipos de células pulmonares, incluyendo células infla-
matorias, endoteliales y epiteliales de la via aérea. El
NO es el producto de la oxidacion del grupo guanidina
terminal de la L-arginina reaccion producida por accién
de la enzima NO sintetasa (NOS). La NO sintetasa tiene
tres isoformas, una de ellas (NOS2 o iNOS) tiene una
mayor actividad y puede inducirse por citoquinas infla-
matorias, endotoxinas e infecciones respiratorias y cuya
expresion se incrementa en las enfermedades inflama-
torias®. Estudios recientes han establecido que el NOe
diferencia con un alto poder de discriminacion a los sa-
nos de los asmaticos, por lo que podria ser una herra-
mienta a emplear en el diagnostico de asma®’. También
se ha descrito como una importante herramienta para
monitorizar el curso clinico de la enfermedad?, lo que
podria orientar a un cambio en la actitud terapéutica.
La medicion del NO en el aire exhalado (FEyo) es una
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técnica cada vez mas empleada en los laboratorios de
funcién pulmonar, esto ha estimulado la necesidad de
poseer valores de referencia para la medicion de FEy,
por los equipos comercializados actualmente. Son po-
cos los estudios que analizan los valores de FEy, en po-
blacién sana y con resultados divergentes en funcion
del equipo empleado. El objetivo principal de este estu-
dio fue establecer los valores de referencia de FEyo en
poblacién adulta y sana. Objetivos secundarios fueron
analizar la existencia de posibles confundidores (sexo
edad) y determinar potenciales efectos secundarios a
la técnica en su determinacion.

SUJETOS Y METODOS

El estudio se desarrolld en el hospital Juan Canalejo.
Los sujetos que participaron fueron reclutados aleato-
riamente y todos ellos eran trabajadores del centro hos-
pitalario en el momento de la determinacion.

Se incluyeron voluntarios con edades comprendidas
entre 18 y 65 anos, sin antecedentes de tabaquismo y
sanos, determinado por sus antecedentes médicos y la
exploracion fisica.

Se excluyeron del estudio aquellos que presentaban his-
toria de enfermedad cardiovascular, respiratoria, hepa-
tica, renal, inmunolégica, gastroenteroldgica, dermato-
I6gica, neurolégica o psiquiatrica asi como enfermedad
pulmonar activa, incluyendo tuberculosis. Asi mismo se
descartaron todos aquellos que referian asma, rinitis,
atopia o historia clinica compatible con alguna de ellas.
También se eliminaron del analisis los sujetos con sin-
tomas de infeccion respiratoria de vias altas o bajas
en las 3 semanas previas a la determinacion y los que
estuvieran tomando o hubieran tomado algin farmaco
durante la semana previa a la determinacion

Se realizd la medicion de FEy, siguiendo el método
“online” de respiracion simple mediante un analizador
de quimioluminiscencia NIOX ( Nitric Oxide Monitoring
System, Aerocrine, Sweden) siguiendo las recomenda-
ciones de la American Thorathic Society* . EL analiza-
dor fue calibrado diariamente con oxigeno libre de NO.
Para ello el sujeto se sentaba de manera confortable,
con el instrumento en posicidon adecuada y se le ex-
plicaba en que consistia la técnica. No se empled clip
nasal. El sujeto introducia la pieza bucal del aparato
NIOX e inhalaba NO libre de oxigeno hasta capacidad
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pulmonar total durante 2 o 3 segundos. Posteriormen-
te, el sujeto comenzaba a exhalar contra una resisten-
cia a una presion de 15cm H20 para asegurar que el
paladar blando estuviera cerrado, y asi prevenir una
potencial contaminacion de origen nasal. El flujo de ex-
halacion determinado fue de 50mL/seg. El FEy, fue
calculado durante los Ultimos dos segundos de la ex-
halacion. El tiempo de duracién de la exhalacién fue de
10 segundos. Todos los sujetos realizaron un minimo
de tres determinaciones y un maximo de 5. El intervalo
entre cada inhalacion fue de al menos 30 segundos.
Los niveles finales de FEy, fueron calculados como la
media de los valores de tres maniobras validas. Se
consideraron como correctas aquellas determinacio-
nes con una desviacion menor de 2.5ppb o un 10%.
Todas las determinaciones fueron realizadas por la
misma persona, entre las 15 y las 20 horas en el la-
boratorio de funcién pulmonar del Servicio de Neu-
mologia del centro. Se recogié la hora a la que co-
mieron por UGltima vez. Al final del procedimiento, se
les preguntd si presentaron algln efecto indeseable
relacionado con la realizacién de la prueba.

Figura 1. Distribucion por edad de los Sujetos estudiados
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Figura 2. Niveles de FEyo
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RESULTADOS

Se incluy6 a un total de 83 sujetos. En la figura 1 se re-
coge la distribucion por edades, siendo la edad media
de 32 anos (Desviacion Standard -DS- 8, rango: 19-
56). La distribucion por sexos mostraba un predominio
femenino con 52(62%) mujeres y 32(38%) hombres.
La determinaciéon se realizd tras una media de 3,7
horas (DS 1,8) después de la Gltima ingesta.

El valor medio de FEy, fue de 18 ppb, DS 11, ran-
g0:2-54 (Figura 2). Siendo sus valores significativa-
mente mas altos (p=0.003) al comparar los hombres
(22 ppb) con respecto a las mujeres (15ppb) (Figura 3).
No se encontré una correlacion significativa entre los
niveles de FEy, y la edad de los sujetos.

No se describieron problemas o efectos adversos en
relacion con el procedimiento.

DISCUSION

Tras la realizacion del estudio podemos concluir
que el valor medio de 6xido nitrico de aire exhala-
do en una poblacién adulta, sana y no fumadora es
de 18ppb. Estos datos coinciden con los expuestos
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Figura 3. Niveles de FEyo en funcién del sexo
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anteriormente por otros autores como Kkaritonov S
(16.3ppb) y Gémez FP(18ppb) , al estudiar compara-
tivamente los valores de FEy, en poblacion sana con
respecto a poblacion asmatica***2,

En este trabajo se encontraron valores significativa-
mente mas elevados al comparar los niveles de FEy,
en hombres con respecto a las mujeres. Existe diver-
gencia en los trabajos publicados a este respecto, en-
contrandose algunos en los que existe unos niveles
mas elevados en poblacién masculina **141% con res-
pecto a otros en donde no se han encontrado dife-
rencias al respecto®'”18, Greasseman?® en su estudio
genético de la NO sintetasa, demostrdé que eran las
variaciones genéticas a nivel del gen de la NO sinteta-
sa neuronal un contribuyente de la variabilidad en las
concentraciones de FEyoen mujeres sanas.

No se encontraron diferencias significativas en al ana-
lizar los niveles de FEy, con respecto a la edad del
sujeto, observaciones ya previamente reflejadas en la
poblacion adulta®®, y sobre la que existe una mayor
controversia en las edades pediatricas®.

Al haberse realizado la técnica en un mismo rango
horario, no se ha podido investigar la variacion cir-
cadiana de los niveles de FEyo, que si bien existen
estudios que no han sido capaces de demostrar su
repercusion 2% un estudio realizado en nifos sa-
nos y asmaticos si lo ha demostrado?*.
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La medicion del FEy, fue posible en el 100% de los par-
ticipantes del estudio, y ninguno de ellos describié efec-
tos secundarios o reacciones adversas a la prueba.
Este estudio presenta unas limitaciones que nos gus-
taria destacar. La gran mayoria de los sujetos que han
participado son trabajadores en activo del Hospital
de A Coruna , principalmente residentes, lo que ex-
plicara una edad media como la obtenida, este dato
aunque pudiera constituir por si mismo un sesgo de
seleccion, no consideramos que debiera afectar a la
determinacion del FEy, obtenida. El nivel de salud de
los sujetos fue realizada en funcién de la historia clini-
ca basica y de los antecedentes personales médicos,
sin haberse realizado pruebas de screening basicas
como una analitica sanguinea, un electrocardiograma
o un radiografia de térax. Ademas, a ningln sujeto
se les realiz6 una espirometria ni test cutdneos para
descartar un proceso asmatico o atopico asintomati-
co que pudiera alterar los resultados. Asi mismo no se
determinaron la talla, el peso o el indice de masa cor-
poral, factores potencialmente relacionados con los
niveles de Feyo'®. Tampoco se reflejo el tipo de dieta
realizada, especialmente comida rica en nitratos o en
cafeina, ya que se ha encontrado una relacion con los
niveles de FEyo 2222,

En conclusién, la medicion de FEy, con el NIOX es sen-
cillay segura. Los niveles medios en poblacion adulta,
sanay no fumadora son de 18, siendo significativamen-
te mas elevados en los hombres que en las mujeres.

AGRADECIMIENTOS:

A todos los amigos, companeros y trabajadores del Hospital de A
Coruna que han participado amablemente como controles sanos
en este estudio.



Oxido Nitrico en aire exhalado: Valores de referencia en poblacion sana

BIBLIOGRAFIA:

1.- Global Initiative for Asthma. Global strategy for asthma management
and prevention. NHLBI/WHO Workshop Report. Bethesda: National
Institutes of Health; 1996.

2.- Vignola AM, Canez P, Campbell AM et al. Airway inflammation in
mild intermitent and persistent asthma. Am J Respir Crit Care Med
1998; 158: 403-409.

3.- Kharitonov SA, Barnes PJ. Exhaled markers of pulmonary disease.
Am J Respir Crit Care Med. 2001 ;163:1693-722.

4.- Kim CK, Hagan JB. Sputum tests in the diagnosis and monitoring of
asthma. Ann Allergy Asthma Immunol. 2004 ;93:112-22.

5.- Chambers DC, Ayres JG. Effect of nebulised L-arginina on exhaled
nitric oxide in steroid naive asthma. Thorax 2001; 56: 351-357.

6.-Dupont LJ, Demedts MG, Verleden GM. Prospective evaluation of the
validity of exhaled nitric oxide for the diagnosis of asthma. Chest.
2003;123:751-6.

7.- Deykin A, Massaro AF, Drazen JM, Israel E. Exhaled nitric oxide as
a diagnostic test for asthma: online versus offline techniques and
effect of flow rate. Am J Respir Crit Care Med. 2002;165:1597-
601.

8.-Kharitonov SA. Exhaled markers of inflammatory lung diseases: ready
for routine monitoring? Swiss Med Wkly. 2004 3;134:175-92

9.- Smith AD, Cowan JO, Brassett KP, Herbison GP, Taylor DR. Use of
exhaled nitric oxide measurements to guide treatment in chronic
asthma. N Engl J Med. 2005 26;352:2163-73.

10.- Recommendations for standardized procedures for the on-line and
off-line measurement of exhaled lower respiratory nitric oxide and
nasal nitric oxide inadults and children-1999. This official statement
of the American Thoracic Society was adopted by the ATS Board of Di-
rectors, July 1999.Am J Respir Crit Care Med. 1999 ;160:2104-17 .

11.- Kharitonov SA, Gonio F, Kelly C, Meah S, Barnes PJ. Reproducibi-
lity of exhaled nitric oxide measurements in healthy and asthmatic
adults and children.Eur Respir J. 2003 ;21:433-8.

12.- Gomez FP, Martinez Palli G, Barbera JA, Roca J, Rodriguez-Roisin R.
Measurement of exhaled nitric oxide in healthy subjects. Med Clin
(Barc). 1998 13;111:1-5.

13.- Grasemann H, Storm van’s Gravesande K, Buscher R, Drazen JM,
Ratjen F. Effects of sex and of gene variants in constitutive nitric
oxide synthases on exhaled nitric oxide. Am J Respir Crit Care Med.
2003 15;167:1113-6.

14.- Van der Lee |, van den Bosch JM, Zanen P. Reduction of variabili-
ty of exhaled nitric oxide in healthy volunteers. Respir Med. 2002
;96:1014-20.

15.- Tsang KW, Ip SK, Leung R, Tipoe GL, Chan SL, Shum IH, Ip MS, Yan
C, Fung PC,Chan-Yeung M, Lam W. Exhaled nitric oxide: the effects
of age, gender and body size. Lung. 2001;179:83-91.

16.- Sanchez Gutierrez C, Romero Romero B, Jimenez Solis R, Casti-
llo Gomez J. Reproducibility of the technique for measuring nitric
oxide in exhaled air in healthy subjects .Arch Bronconeumol. 2001
; 37:371-4.

17.- Ekroos H, Tuominen J, Sovijarvi AR. Exhaled nitric oxide and its long-
term variation in healthy non-smoking subjects. Clin Physiol. 2000
;20: 434-9.

18.- Baraldi E, Azzolin NM, Cracco A, Zacchello F. Reference values of
exhaled nitric oxide for healthy children 6-15 years old.Pediatr Pul-
monol. 1999 ;27:54-8.

19.- Buchvald F, Baraldi E, Carraro S, Gaston B, De Jongste J, Pijnenburg
MW,Silkoff PE, Bisgaard H. Measurements of exhaled nitric oxide
in healthy subjects age 4 to 17 years.J Allergy Clin Immunol. 2005
;115:1130-6.

20.- Ten Hacken NH, van der Vaart H, van der Mark TW, Koeter GH,
Postma DS. Exhaled nitric oxide is higher both at day and night in
subjects with nocturnalasthma. Am J Respir Crit Care Med. 1998
;158:902-7.

21.- Mattes J, Storm van’s Gravesande K, Moeller C, Moseler M, Brandis
M, Kuehr J. Circadian variation of exhaled nitric oxide and urinary
eosinophil protein X in asthmatic and healthy children. Pediatr Res.
2002 ;51:190-4.

22.- Olin AC, Aldenbratt A, Ekman A, Ljungkvist G, Jungersten L, Alving
K, Toren K. Increased nitric oxide in exhaled air after intake of a

nitrate-rich meal.Respir Med. 2001 ;95:153-8.

23.- Bruce C, Yates DH, Thomas PS. Caffeine decreases exhaled nitric
oxide.Thorax. 2002 ;57:361-3.

Pneuma 2009; 5 (1)



