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El éxido nitrico exhalado (NOe) ha quedado establecido
como el primer marcador no invasivo de inflamacion en las
vias aéreas. Las cifras de NOe publicadas ponen de mani-
fiesto una gran variabilidad, y en ocasiones estas diferencias
son debidas a la técnica de medicion empleada.

OBJETIVO: Determinar la reproducibilidad de la técnica
utilizada por nuestro grupo y si la concentracion de NOe ob-
tenida esta sometida a variaciones dependientes de caracte-
risticas antropométricas y dieta.

MEeTopo: Estudiamos a 20 sujetos sanos (10 varones y 10
mujeres) con una edad media de 28,21 aifios. A todos se les
realizaron mediciones seriadas de NOe en ayunas (N1), 30
min tras la ingestion de verduras (N2) y 30 min tras la inges-
ta de carne/pescado (N3). Cada valor (N1, N2, N3) era la
media aritmética de tres mediciones consecutivas separadas
10 min entre si. Medimos el NOe por método directo de qui-
mioluminiscencia con flujo controlado descartando el aire
del espacio muerto y con generacion de presion en cavidad
oral suficiente para cerrar el paladar blando (analizador
Eco Physics CLD 77AM).

RESULTADOS: Obtuvimos una concentraciéon media + des-
viacién estandar (DE) para N1 de 3,40 + 1,30 ppb; para N2
de 4,03 = 1,00 ppb y para N3 de 3,71 + 1,05 ppb. Las di-
ferencias observadas entre estas tres determinaciones no
fueron estadisticamente significativas (p > 0,05). Las medi-
ciones seriadas (separadas 10 min) realizadas tampoco evi-
denciaron cambios significativos entre las mismas. Al estu-
diar la influencia del sexo sobre el NOe, encontramos que en
ayunas la concentracion media + DE en las mujeres era de
3,13 £ 0,41 ppb y en los varones 3,72 + 0,31 ppb sin que es-
tas diferencias fueran significativas. Por tltimo, estudiamos
la influencia del indice de masa corporal (IMC) en el NOe,
sin encontrar diferencias significativas entre los sujetos con
IMC <25 (n = 15) y aquellos con IMC > 25 (n =5).

CONCLUSIONES: La técnica empleada por nuestro grupo es
reproducible y las concentraciones obtenidas de NOe son in-
dependientes de la dieta, sexo e IMC.
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Reproducibility of a technique for measuring
nitric oxide in exhaled air in healthy subjects

Exhaled nitric oxide (NO) has become established as the
principal non-invasive marker of airway inflammation. Ex-
haled NO levels reported in the literature vary greatly, with
differences sometimes attributable to measurement techni-
que.

OBJECTIVE: To determine the reproducibility of the tech-
nique used by our department to measure exhaled NO and
to know whether results vary with diet and patient characte-
ristics.

METHOD: We studied 20 healthy subjects (10 men and 10
women; mean age 28.21 years). Exhaled NO was measured
when the patient was fasting (N1), 30 minutes after intake of
vegetables (N2) and 30 minutes after intake of meat/fish
(N3). For each measure N1, N2 and N3 we took the average
of three consecutive measurements separated by 10 minutes.
Exhaled NO was assessed by controlled-flow chemolumines-
cence after adjusting for trapped air and after generating
pressure in the oral cavity that was sufficient to close the
soft palate (Eco Physics CLD 77AM analyzer).

REesuLTs: The mean concentration was 3.40 + 1.30 ppb for
N1, 4.03 + 1.00 ppb for N2 and 3.71 + 1.05 ppb for N3. The
differences between measurements were not statistically sig-
nificant (p > 0.05). Nor were differences between the sets of
three measurements significant. The mean concentration
was 3.13 + 0.41 ppb for women and 3.72 + 0.31 ppb for men
(ns). No significant differences were related to body mass in-
dex <25 (n=15) or >25(n=35).

ConcLusions: The technique our department uses for me-
asuring exhaled NO is reproducible and differences are un-
related to food intake, sex or body mass index.
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Introduccion

En el pasado, el 6xido nitrico (NO) era considerado
exclusivamente como un contaminante ambiental. El
descubrimiento a finales de los afios ochenta de que el
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TABLA I
Caracteristicas de la poblacion
Media + DE
Talla (cm) 170,84 + 8,19
Peso (kg) 69,37 + 15,05
Edad (afios) 28,21 £ 2,18

Resultados expresados en media + desviacion estandar.

vasodilatador endégeno arterial dependiente de la pre-
sencia del endotelio (endothelium derived relaxant fac-
tor, o EDRF) y el NO eran en realidad la misma molé-
cula indujo una explosién de investigaciones acerca de
este gas. Como resultado de dichos estudios quedé de-
mostrado que, debido a sus caracteristicas quimicas, pe-
quefio tamaio, gran reactividad y difusibilidad, el NO
participa como molécula mensajera en gran nimero de
procesos tanto fisiol6gicos como patolégicos en el orga-
nismo'. Es en el campo de la neumologia donde pode-
mos encontrar mayor evidencia de la importancia cre-
ciente de este gas. Estudios previos han demostrado
valores aumentados de NO exhalado (NOe) en pacien-
tes con asma*?> y enfermedad pulmonar obstructiva cré-
nica (EPOC)°®. De esta forma ha quedado establecido el
NOe como el primer marcador no invasivo de inflama-
cion en las vias aéreas’. Los valores de NOe publicados
ponen de manifiesto gran variabilidad, y en ocasiones
estas diferencias son debidas a la técnica de medicion
empleada®!!. En este contexto, el objetivo del presente
estudio fue determinar la reproducibilidad de la técnica
utilizada por nuestro grupo y si la concentraciéon de
NOe obtenida estd sometida a variaciones dependientes
de caracteristicas antropométricas y de la dieta.

Material y método
Poblacion

Estudiamos a 20 sujetos (10 varones y 10 mujeres) con eda-
des comprendidas entre los 25 y los 35 afios. Las caracterfsti-
cas antropométricas del grupo se describen en la tabla 1.

Los criterios de inclusién fueron:

— Adultos sanos no fumadores.

— Historia clinica y exploracion fisica sin datos de enferme-
dad crénica significativa ni embarazo.

— Asintomaticos desde el punto de vista respiratorio, sin
evidencia de proceso inflamatorio en vias aéreas en el mes
previo.

— Tests cutdneos negativos a los neumoalergenos habituales
(Dermatophagoides, pdlenes, hongos y epitelio de animales)
como método para descartar atopia.

Técnica de medicion de oxido nitrico exhalado

El analizador utilizado fue el Eco Physics CLD77 AM, que,
mediante quimioluminiscencia, calcula concentraciones de
NOe (fractional exhaled NO concentration o FEy) en partes
por billén (ppb). Dicho analizador demuestra en tiempo real
(tiempo de respuesta menor de 2 s), tanto la FE,, como el flu-
jo en cada ciclo respiratorio. El sistema era calibrado sema-
nalmente requiriéndose para ello aire libre de NO por un lado,
y un gas con NO en N2 a una concentracién conocida de 30
ppm. Ambos gases eran suministrados al analizador a una
presion absoluta de 3-9 bar. La calibracion era realizada en un
tiempo comprendido entre 60 y 250 s. Previamente a cada
medicion, y con el objetivo de que ésta fuese lo mds exacta
posible, estableciamos el punto cero del analizador. Con el fin
de evitar la contaminacién del resultado con NO nasal em-
pleamos una boquilla cilindrica con un didmetro de 2 cm. Ha
quedado demostrado en trabajos previos’™*!'"!3 que este tipo de
dispositivo crea una resistencia que consigue una presion en
la cavidad oral durante la espiracién de 15-20 cmH,O. Esta
desplaza el paladar blando aislando de esta forma la rinofarin-
ge de la orofaringe.

Para una correcta medicién de NO exhalado cada sujeto
realizaba varios ciclos respiratorios a volumen corriente co-
nectado al analizador mediante la boquilla descrita durante un
minuto. La boquilla se conecta a una vélvula bidireccional
(vélvula de Rudolph), que asegura la inspiracién de aire libre
de NO proporcionado por nuestro sistema. Con estas manio-
bras evitdbamos la contaminacién por NO nasal y ambiental.
Tras este tiempo el sujeto realizaba una maniobra de inspira-
cién forzada seguida de una espiracion a un flujo de 0,05 I/s
durante 7-10 s contra la resistencia proporcionada por la bo-
quilla''. El resultado era expresado en una curva que presen-
ta un pico inicial y finaliza en una meseta (fig. 1). Es en el
cuarto final de esta meseta donde se media la FE,, despre-
ciando de esta forma el NO procedente del espacio muerto.

Fig. 1. Curva de 6xido nitrico en un sujeto varén sano no fumador. ppb: parte por billon.
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TABLA II
FE,, media para cada dieta
Dieta NOe (ppb)
Ayunas 3,40 = 1,30
Verduras 4,03 1,00
Carne/pescado 3,71 £ 1,05

Resultado expresado en media + desviacion estdndar.

TABLA III
Diferencias de NOe segiin las dietas
Incremento P
N1-N2 0,63 NS
N2-N3 -0,32 NS
N1-N3 0,31 NS

N1: determinacién de NOe realizada en ayunas; N2: determinacion de NOe reali-
zada tras la ingesta de verduras de hoja verde; N3: determinacién de NOe realiza-
da tras la ingesta de carne/pescado; NS: no significativo.

TABLA IV
Diferencias en NOe en funcion del sexo
Sexo N1 (ppb)
Varones 3,13+041*
Mujeres 3,72 +0,31°*

Resultados expresados en partes por billén (ppb).
N1: determinacién de NOe realizada en ayunas; *Diferencias no significativas.

TABLA V
Diferencias en NOe en funcion del indice
de masa corporal (IMC)

NOe IMC 225 (n = 15) IMC <25 (n=5)
N1 3,40 3,10
N2 3,78 3,72
N3 3,25 3,40

Resultados expresados en partes por billén (ppb).

N1: determinacién de NOe realizada en ayunas; N2: determinacion de NOe reali-
zada tras la ingesta de verduras de hoja verde; N3: determinacién de NOe realiza-
da tras la ingesta de carne/pescado. Diferencias no significativas.

El pico inicial representa, por un lado, el NO procedente de
rinofaringe al inicio de la inspiracién, cuando el velo del
paladar se esta cerrando, y por otro, al NO que existe en la
cavidad oral® 111314,

Protocolo de estudio

A todos los sujetos seleccionados se les realizaron medicio-
nes seriadas de NO exhalado mediante el analizador Eco Phy-
sics CLD77 AM en ayunas (N1), 30 min tras la ingesta de
verduras de hoja verde (N2) y 30 min tras la ingesta de car-
ne/pescado (N3), con objeto de ver la influencia de la dieta en
la determinacién de FE,,. Esta maniobra se repitio tres veces
en intervalos de 10 min en cada una de las situaciones (ayu-
nas, postingesta de carne, postingesta de verduras) para, asi,
poder estudiar la reproducibilidad de la técnica en un mismo
paciente.

También estudiamos la variabilidad en las cifras de NOe en
funcién del sexo y de las caracteristicas antropométricas de
los individuos.

FE\o (PPD)
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3
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2
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1
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g 1 2 3
—4— Ayunas —®— \Verduras —A— Carne/pescado

Fig. 2. Reproducibilidad en las mediciones consecutivas de 6xido nitrico
exhalado (NOe). 1) Media de la medicién basal de NOe; 2) media de la se-
gunda medicién separada 10 min de la primera; 3) media de la tercera
medicién separada 20 min de la primera.

Estudio estadistico

Los resultados de nuestro estudio fueron analizados me-
diante el programa SPSS para Windows. Para comprobar si
existian diferencias estadisticamente significativas entre los
distintos valores de NOe utilizamos el test de Friedman para
variables no paramétricas.

Resultados

Al estudiar las cifras de NOe obtenidas de forma
consecutiva (tres determinaciones separadas por 10
min) en un mismo sujeto, no observamos diferencias
significativas entre ellas (fig. 2).

Teniendo en cuenta las diferentes dietas seguidas por
nuestro grupo observamos que la FE, media en ayunas
(N1) fue de 3,40 + 1,30 ppb, que tras la ingesta de ver-
duras de hoja verde (N2) fue 4,03 + 1,00 ppb y después
de una comida compuesta por carnes/pescados (N3) la
FE,, media obtenida fue 3,71 + 1,05 ppb. No encontra-
mos variaciones apreciables entre estos resultados (ta-
bla II). Al comparar los incrementos en la FE,, en rela-
cién con las distintas dietas, observamos que la FE, en
ayunas (N1) era inferior a la obtenida tras cualquier tipo
de dieta, sin que estos cambios fuesen significativos.
También comprobamos que tras una dieta compuesta
por verduras de hoja verde (N2) se obtenian cifras de
NOe superiores al resto de las determinaciones (ayunas,
postingesta de carne/pescado) sin que estas variaciones
fuesen estadisticamente significativas (tabla III).

También estudiamos la influencia del sexo sobre el
NOe. La poblacién estudiada se repartié en 10 varones
y 10 mujeres. En ayunas (N1), la FE,, determinada en
las mujeres era de 3,13 + 0,41 ppb y en los varones,
3,72 +£ 0,31 ppb. No encontramos diferencias valorables
entre estas dos cifras (tabla IV).
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Por ultimo, estudiamos la influencia del indice de
masa corporal (IMC) en la FEy,, observando que no
existen diferencias estadisticamente significativas en la
eliminacién de NO a través del aire exhalado entre
aquellas personas con un IMC < 25 (n = 15) y aquellas
personas con un IMC > 25 (n = 5), tal como se recoge
en la tabla V.

Discusion

El principal objetivo de este estudio fue comprobar si
la técnica de mediciéon de NOe empleada por nuestro gru-
po (método directo con flujo controlado, descartando el
aire del espacio muerto y con generacion de presion en
cavidad oral suficiente para cerrar el paladar blando) era
reproducible tal y como queda reflejado en trabajos pre-
vios de otros grupos®!!. Para ello realizamos mediciones
consecutivas de NOe en cada sujeto sin obtener diferen-
cias significativas entre ellas. De esta forma, llegamos a la
conclusién de que la medicién repetida de NOe no modi-
fica en sf la concentracion exhalada de este gas. Estos re-
sultados son similares a los obtenidos por Silkoff et al'? en
su estudio sobre la reproducibilidad de la técnica y la in-
fluencia de la repeticion de la misma en la FE,, medida,
aunque su poblacion era mds reducida. Borland et al'® uti-
lizaron la misma técnica empleada por nosotros para me-
dir el NOe. La poblacién estudiada en su trabajo estaba
compuesta por 8 sujetos sanos (6 mujeres) con edades
comprendidas entre los 28 y los 58 afos. Los valores de
NOe conseguidos oscilaban entre 3 y 12,3 ppb. Tanto la
edad como las concentraciones de NOe en el estudio de
Borland et al eran superiores a las del nuestro. Hasta el
momento sélo existe un estudio en nifios asmaticos en el
que se demuestra que el NOe aumenta con los afios!®. No
existe evidencia en adultos de esta influencia'’, por lo que
podemos atribuir las diferencias observadas al reducido ta-
mafio muestral mds que a la edad superior de los sujetos.

Otro de los objetivos de nuestro estudio fue compro-
bar si la dieta, el sexo y el IMC influyen en las FE,.
En cuanto a la dieta, sabemos que en ciertas verduras de
hoja verde, como las lechugas y las espinacas, se han
encontrado grandes cantidades de nitratos capaces de
incrementar la concentracién de nitratos y nitritos en la
saliva, aumentando de esta forma el NOe!'3. Tan sélo
disponemos de un estudio en el que se evidencia un au-
mento significativo en el NOe tras la ingestién de le-
chuga, aunque esta contaminacién puede evitarse con
lavados orales antes de cada medicién'. Por otro lado,
en la actualidad, no hay datos suficientes en la biblio-
graffa para determinar el tiempo en que los pacientes
deberian de estar en ayunas previamente a la medicién
de NOe. En las recomendaciones de la American Thora-
cic Society!! para la mediciéon de NOe y NO nasal se
aconseja, al menos hasta que sea un tema mejor conoci-
do, que el paciente permanezca en ayunas durante la
hora previa a la medicién. Para estudiar la influencia de
este tipo de verduras en los valores obtenidos de NOe
realizamos tres mediciones a cada sujeto (en ayunas y
tras distintos tipos de dieta) comprobando que tras la
dieta, sobre todo si ésta estd compuesta por verduras, la
FE,, es mayor, sin que estas diferencias sean estadisti-
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camente significativas. Con estos resultados no creemos
necesario realizar ninguna maniobra especial respecto a
la dieta a la hora de medir el NOe.

Sobre la influencia del sexo en el NOe disponemos
de un trabajo previo'’ en el que, al igual que nosotros,
no se observan diferencias dependientes de este factor.
No existen estudios previos sobre la influencia del IMC
en el NOe. En nuestro trabajo hemos observado que los
valores de NOe no estdn sometidos a ningtn tipo de in-
fluencia en este sentido.

Por ultimo, respecto al efecto del ritmo circadiano
sobre el NOe atn no hay estudios concluyentes. Segin
Silkoff et al®, no existen diferencias en la FE, a lo lar-
go del dia, aun asi, creimos prudente la realizacion de la
medicién siempre a la misma hora, con el fin de evitar
posibles cambios por este motivo.

Con los resultados obtenidos podemos concluir que
la técnica empleada por nuestro grupo para la medicion
de NOe es reproducible y que los valores obtenidos son
independientes de la dieta, del sexo y del IMC.
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