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Estrés oxidativo en el condensado exhalado
de pacientes con infeccion pulmonar grave
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OBJETIVO: El estrés oxidativo forma parte esencial de la
cadena de acontecimientos que conducen al estado inflama-
torio de la via aérea tras la agresion bacteriana. El objetivo
del presente trabajo ha sido investigar si el analisis del con-
densado del vapor exhalado (CER) de pacientes con infec-
cion pulmonar grave refleja las alteraciones del estado oxi-
dativo de la interfase aérea.

PACIENTES Y METODOS: Se ha estudiado a un total de 48
pacientes divididos en 4 grupos: sujetos sin enfermedad res-
piratoria (n = 14), pacientes con neumonia multilobular (n =
13), con enfermedad pulmonar obstructiva crénica sobrein-
fectados (n = 14) y con neumonia grave ventilados mecani-
camente (n = 7). Se obtuvo una muestra de CER en las pri-
meras 72 h tras el ingreso y se determiné la concentracién
de nitrito, nitrato, 8-isoprostano y mieloperoxidasa (MPO).

RESULTADOS: Se apreciaron variaciones significativas de
la concentracién de nitrito, 8-isoprostano y MPO en los pa-
cientes respecto del grupo control, pero no entre los diferen-
tes grupos de pacientes. La concentracion de MPO se rela-
cion6é con las concentraciones de 8-isoprostano y nitrato
normalizadas para el valor de nitrito.

CoNcLUSIONES: El analisis de la concentracion de 8-iso-
prostano y MPO en el CER permite apreciar el estrés oxida-
tivo en la interfase aérea de los pacientes con infeccion pul-
monar grave.

Palabras clave: Neumonia. Enfermedad pulmonar obstructiva
cronica. Especies reactivas del nitrogeno. Especies reactivas del
oxigeno. Inflamacion pulmonar. 8-isoprostano. Mieloperoxidasa.
Nitrato. Nitrito.

Analysis of Oxidative Stress in Exhaled Breath
Condensate From Patients With Severe
Pulmonary Infections

OBJECTIVE: Oxidative stress is an intrinsic part of the chain
of events leading to inflammation of the airways caused by
bacterial infection. The aim of this study was to determine
whether analysis of exhaled breath condensate from patients
with severe lung infections reveals changes in the redox state
at the airway surface.

PATIENTS AND METHODS: The study included a total of 48
subjects divided into 4 groups: individuals without respiratory
disease (n=14), patients with multilobar pneumonia (n=13),
patients who had chronic obstructive pulmonary disease with
superinfection (n=14), and mechanically ventilated patients
with severe pneumonia (n=7). A sample of exhaled breath
condensate was obtained within the first 72 hours of hospital
admission and the concentrations of nitrite, nitrate, 8-isoprostane,
and myeloperoxidase (MPO) were determined.

ResuLts: Significant differences in the concentrations of
nitrite, 8-isoprostane, and MPO were observed between patients
and individuals without respiratory disease but no differences
were found between the 3 patient groups. The concentration of
MPO was correlated with the concentrations of 8-isoprostane
and nitrate, which were normalized to the nitrite concentration.

CoNCLUSIONS: Analysis of the concentrations of 8-isoprostane
and MPO in exhaled breath condensate allows assessment of
oxidative stress in the airways of patients with severe lung
infections.

Key words: Pneumonia. Chronic obstructive pulmonary disease.
Reactive nitrogen species. Reactive oxygen species. Pulmonary
inflammation. 8-isoprostane. Myeloperoxidase. Nitrate. Nitrite.

Introduccion

En el pulmén normal, el equilibrio entre antioxidantes
y oxidantes es suficiente para mantener en estado alta-
mente reducido los fluidos que tapizan las vias aéreas y
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llenan los espacios extracelulares. El incremento de la
concentracion de sustancias oxidantes o la disminucién
o el consumo excesivo de antioxidantes origina la pérdi-
da de este equilibrio. Cuando esto ocurre se habla de es-
trés oxidativo. En respuesta a la agresién bacteriana, y
especialmente a la produccién de lipopolisacéridos, los
macrdfagos y el endotelio se activan expresando en la
superficie moléculas de adhesidn, que permiten la trans-
migracién de neutréfilos desde el espacio vascular al in-
terior del alvéolo o la via aérea en general'. Los neutrofi-
los activados producen una gran cantidad de oxidantes,
los cuales suelen clasificarse segtin su origen en: sustan-
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cias reactivas derivadas del oxigeno (ROS) y sustancias
reactivas derivadas del 6xido nitrico (RNS)?2. La produc-
cién de 6xido nitrico (NO) por la sintetasa del NO gene-
ra i6n nitrico (NO-) y sus derivados nitrito (NO,) y nitra-
to (NO,). El NO, al reaccionar con €l oxigeno, genera €l
poderoso oxidante peroxinitrito (OONO-). El estrés oxi-
dativo conduce a la peroxidacidn lipidica de la membra-
na celular y a la formacién de una nueva serie de prosta-
noides, derivados por oxidacién del dcido araquidénico
y de las prostaglandinas, llamados isoprostanos®.

Las peroxidasas del granulocito, tales como la mielo-
peroxidasa (MPO) del neutréfilo, desempefian un im-
portante papel en el desencadenamiento del estrés oxi-
dativo. En los neutréfilos, el peréxido de hidrégeno
generado a partir de O, (y relativamente menos reacti-
vo) es metabolizado por la MPO, en presencia de iones
cloro, a dcido hipocloroso, el cual es un poderoso oxi-
dante. Este es un importante mecanismo antibacteriano,
pero a su vez produce efectos citotéxicos*.

La condensacién del vapor exhalado (CER), que es
una técnica de muestreo de los fluidos que tapizan el es-
pacio aéreo mediante la congelacion del vapor exhalado
por el sujeto, permite el andlisis de las sustancias di-
sueltas en él por el proceso de arrastre que se produce
en la interfase aéreaS. La dilucién en el vapor de agua
exhalado de las microparticulas arrastradas no permite
la determinacién cuantitativa de la composicién bioqui-
mica de la interfase, aunque si su caracterizacién cuali-
tativa, especialmente mediante las relaciones internas
entre los pardmetros bioquimicos, las cuales son relati-
vamente inmunes a los procesos de dilucién, aunque di-
ficiles de interpretar’. La determinacién de pardmetros
de estrés oxidativo en el exhalado se ha aplicado, con
mayor o menor fortuna, al diagndstico de la inflama-
cién en procesos respiratorios crénicos —enfermedad
pulmonar obstructiva crénica (EPOC)%?, asma'®!!, fi-
brosis intersticial’? y fibrosis quistical?, entre otros—,
aunque escasamente en situaciones de agresion bronco-
pulmonar aguda grave, como es el caso de la neumonia
multifocal o la sobreinfeccién aguda de la EPOC'.

El presente trabajo se ha basado en la hipétesis de que
un proceso inflamatorio de la magnitud de la infeccién
pulmonar deberia de manifestarse con alteraciones del
estado redox de la interfase y caracterizarse por un in-
cremento de sustancias oxidantes en el CER. Su objetivo
ha sido determinar si el andlisis del CER permite consta-
tar la hipdtesis anterior en pacientes con neumonia grave
y sobreinfeccién de la EPOC. Un grupo de sujetos sin
enfermedad respiratoria ha actuado como control.

Pacientes y métodos
Sujetos

Se ha estudiado a un total de 48 pacientes, divididos en 4
grupos:

1. Grupo control, compuesto por 14 pacientes ingresados
para cirugia programada, sin antecedentes de enfermedad res-
piratoria, con radiografia de térax normal y no fumadores o
ex fumadores de mas de 2 afios.

2. Grupo de pacientes afectados de neumonia multilobular,
constituido por 13 sujetos ingresados por neumonia de diver-
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sas etiologias (7 neumonias neumocdcicas, una neumonia por
Legionella y 5 casos sin identificacién precisa del germen).
Todos ellos presentaban hipoxemia al ingresar y 2 tenian an-
tecedentes de EPOC.

3. Grupo de pacientes con diagndstico de sobreinfeccion de
EPOC, compuesto por 14 pacientes. En 3 casos los pacientes
presentaban simultdneamente bronquiectasias y el germen in-
fectante resulté ser Pseudomonas aeruginosa; en el resto no
se obtuvo diagndstico microbiolégico concluyente. Los crite-
rios utilizados para establecer el diagndstico de sobreinfec-
cién bronquial fueron los propuestos por Anthonisen et al®.

4. Un grupo de 7 pacientes con neumonia grave en ventila-
cién mecdnica fue estudiado en la unidad de cuidados intensi-
vos. Excepto en un caso con infeccidn por el virus de la inmu-
nodeficiencia humana y neumonia por Pneumocystis carinii,
en el resto el germen infectante fue el neumococo.

Segiin los criterios autorizados por el Comité de Etica del
Hospital de Bellvitge, se informé del protocolo del estudio y
de sus objetivos a todos los pacientes (o familiares en su
caso), que dieron su libre consentimiento para participar en €l.
Excepto el grupo control, todos los pacientes recibian aporte
suplementario de oxigeno, con una fraccién inspiratoria de
oxigeno (FiO,) que oscilaba entre 0,8 en los casos mds graves
(sepsis por neumococo, neumonia por P. carinii, etc.) y 0,24
0 3 1/min con gafas nasales en los casos mds leves. La oxige-
noterapia se mantuvo en todos los pacientes durante la colec-
cién de exhalado (en el caso de gafas nasales se paso a la ad-
ministracién de un 24% de oxigeno con sistema Venturi).

Obtencion y procesamiento de la muestra de condensado
exhalado

El CER se obtuvo dentro de las primeras 72 h del ingreso
en los pacientes de los grupos EPOC y neumonia; inmediata-
mente tras el ingreso en el grupo control, y dentro de las pri-
meras 72 h de su diagnéstico en la unidad de cuidados inten-
sivos en los pacientes con neumonia y ventilacion mecdnica.
Se obtuvo a la cabecera del paciente mediante congelacién
del vapor exhalado, para lo que se utiliz6 el condensador
ANACON (Biostec, Valencia, Espafia), generador de frio a
través de una bomba termoeléctrica. Los pacientes que respi-
raban espontdneamente se conectaron al condensador median-
te un circuito unidireccional que intercalaba un tubo corruga-
do de 45 cm. En los pacientes con ventilacién mecénica el
condensador se intercald en el circuito espiratorio a 60 cm de
distancia del tubo en T y el filtro humidificador se retiré (en
la figura 1 se muestra el esquema del montaje del condensa-
dor en el circuito de ventilacion). La muestra se obtuvo a tem-
peraturas inferiores a —10 °C, con un periodo de obtencién
minimo de 15 min. Los pacientes se enjuagaron la boca antes
de cada medicién y se les permitié interrumpirla para tragar
saliva o cuando lo pedian. Se mantuvieron la administracién
de oxigeno y los pardmetros de ventilacién mecédnica en su
caso. La muestra se descongeld y dividi6 en alicuotas de 0,2
ml para su estudio bioquimico posterior. Las alicuotas se con-
servaron a —80 °C hasta el momento de su analisis.

Andlisis de los pardmetros bioquimicos

La cantidad total de NO, y NO, se determiné mediante la
reaccién de Gries (II) utilizando el equipo colorimétrico de
Cayman (Michigan, EE.UU.). El NO, se determiné afiadiendo
reactivo de Gries (1% sulfanilamida; 0,1% naftilendiamina;
2,5% H,PO,) directamente a 80 ul de muestra no preprocesa-
da. Tras 10 min de incubacién a temperatura ambiente y en
ausencia de luz se ley6 la absorbancia a 550 nm. La sensibili-
dad absoluta de la técnica en estas condiciones fue de 0,1 uM.
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9 Rama espiradora

Fig. 1. Condensador ANACON instalado
en el circuito de ventilacion mecanica. El
condensador se intercala en la rama es-

= |

Rama inspiradora

Paciente

piratoria del circuito de ventilacién me-
diante 2 adaptadores (9) y 2 codos elasto- 13
méricos (6). El aire exhalado es conducido
hacia los tubos de condensacién (13) que
atraviesan el cuerpo del condensador (1).
Una pieza en Y (5) cierra el circuito con el
tubo colector de condensado exhalado (4).
Un termémetro (2) permite monitorizar la
temperatura de condensacién. 3: interrup-
tor de condensacién.

Se construyeron 2 curvas estdndar de 6 puntos entre 0,1 y 10
UM que se ajustaron potencialmente para obtener la concen-
tracién de NO, por interpolacién. A los valores por debajo de
0,1 uM (no detectables) se les asigné 0 (o 0,05 pM para calcu-
los logaritmicos).

El NO, se midié como NO, tras conversién enzimatica me-
diante la adicién de NO, reductasa, en presencia del cofactor
NADPH (fosfato de nicotinamida adenina dinucleétido reduci-
do), a 80 ul de muestra no precondicionada. Tras 1 h de incuba-
cién a temperatura ambiente se afiadié el reactivo de Gries y se
procedié como en el caso de la determinacién de NO,. Al resul-
tado total de la lectura de la concentraciéon de NO, mds NO, se
sustrajo la concentracién de NO, obtenida anteriormente.

La concentracién de 8-isoprostano se midié mediante técni-
ca de enzimoinmunoanadlisis con el equipo especifico de Cay-
man (Michigan, EE.UU.) para 8-isoprostaglandina F, . No se
realiz6 precondicionamiento o purificacion de las muestras
antes de la determinacién. Se utilizaron 50 pl por determina-
cién y se afiadieron 50 ul de trazador de 8-isoprostano colin-
esterasa y 50 pl de antisuero anti-8-isoprostano. Tras incuba-
cién durante 18 h a temperatura ambiente y a cubierto de la
luz se afiadieron 200 pl de reactivo de Ellman a los pocillos
lavados con buffer, y después de 90 min de reaccion se ley6 la
absorbancia a 420 nm. Se construyeron 2 curvas estdndar en-
tre 2 y 32 pg/ml. La sensibilidad de la técnica en estas condi-
ciones fue suficiente para discriminar 2 pg/ml. Entre 2 y 1
pg/ml la concentracién se obtuvo por extrapolacién retrégra-
da. En 2 pacientes del grupo de neumonia no se efectué la de-
terminacién de 8-isoprostano.

La concentracién de MPO en el CER se determiné mediante
técnica de enzimoinmunoandlisis con el equipo de IBL (Ham-
burgo, Alemania). La sensibilidad de la técnica es de 1 U/ml.
Se construyeron 2 curvas de control de 6 puntos entre 1 y 100
U/ml. Entre 1 y 0,1 U/ml la concentracién se obtuvo por extra-
polacién retrégrada. A los valores inferiores a 0,1 U/m se les
asigné el valor de O (o de 0,1 U/ml para los andlisis logaritmi-
cos). En 5 pacientes (3 del grupo de neumonia y 2 de neumo-
nia ventilada) no se efectud la determinacién de MPO.

En todos los casos se realizé un analisis duplicado de las
muestras y se computd el valor promedio.

Andlisis estadistico

Debido a la falta de normalidad en la distribucién de la ma-
yoria de las variables se utilizaron preferentemente pruebas
no paramétricas, tales como el test de comparacién de grupos
independientes de Kruskal-Wallis, en lugar del anélisis para-
métrico de ANOVA. La descripcién de los grupos en las figu-
ras se ha efectuado mediante la representacién de la mediana
y los percentiles del 10, el 25, el 75 y el 90%, en un gréfico
cuya interpretaciéon es como se muestra en la figura 2. En
ausencia de normalidad de las muestras no se realizé andlisis
de covariancia, por lo que la influencia de la concentracién de
oxigeno se evalud a través de la correlacion de rangos de
Spearman en los pacientes. La correlacién de Pearson se utili-
z6 en algunas ocasiones, a pesar de su cardcter paramétrico,
aunque la asociacién se confirmé en todos los casos por co-
rrelacién de Spearman.

67
57 <«—— Percentil 90
47
— Percentil 75
5 5]
g - Percentil 50 (mediana)
5] Percentil 25
1 Percentil 10
0]

Fig. 2. Interpretacién del grafico de cajas.
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Fig. 3. Distribucién de las concentraciones de nitrito (NO,) y nitrato
(NO,) en los grupos de sujetos estudiados. EPOC: enfermedad pulmonar
obstructiva crénica; VM: ventilacién mecanica.

Resultados

En la tabla I se muestran algunas caracteristicas rele-
vantes de la poblacién estudiada: distribucién por sexos,
edad, gasometria arterial el dia del estudio y temperatu-
ra corporal del paciente en el momento de la recogida
del CER. La relacién presion arterial de oxigeno/FiO,
permite comprobar que el trastorno de la oxigenacién
era importante en los 3 grupos de pacientes.

En la figura 3 se muestra la distribucién de NO, y
NO; en los 4 grupos de sujetos. La comparacion esta-
distica de la diferencia entre grupos fue significativa
para el NO, (x> = 12,2; p = 0,007), pero no para el NO,
(x* = 6,63; p = 0,084). La diferencia entre grupos para
el NO, fue debida a los valores més bajos observados en
sujetos normales, ya que cuando se investigd la diferen-
cia entre los 3 grupos de pacientes no se aprecié dife-
rencia significativa (x> = 3,27; p = 0,19). En la figura 4

Fig. 4. Distribucion de las concentraciones de 8-isoprostano y mielopero-
xidasa en el condensado exhalado de los 4 grupos de sujetos estudiados.
EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crénica; VM: ventilacién me-
canica.

se muestra la distribucién de la concentracién de MPO
y 8-isoprostano en el CER, en los 4 grupos estudiados.
La comparacién entre grupos mostré diferencias signifi-
cativas tanto para la concentracién de 8-isoprostano
(* = 30,5; p < 0,0001) como para la concentracion de
MPO (x* = 30,0; p < 0,0001), debido al importante au-
mento de las concentraciones observadas en el CER de
los pacientes, respecto de los valores bajos (a menudo
indetectables) obtenidos en los sujetos del grupo con-
trol. La comparacién de los grupos de pacientes entre
si no ofrecié, sin embargo, significacién estadistica
(x*=5,05;p=0,079, y x> = 4,94; p = 0,084 para 8-iso-
prostano y MPO, respectivamente). No se apreci6 rela-
cién significativa entre la FiO, y ninguno de los paré-
metros bioquimicos estudiados en el exhalado.

La MPO mostré una relacion lineal con la concentra-
cién de 8-isoprostano relativa a la de NO, (R de Spear-

TABLA I
Analisis estadistico descriptivo de los grupos estudiados
Grupo | N | Sexo: VIM | Edad (afios) PaO, (mmHg) PaCO, (mmHg) PaO,/FiO, (mmHg) TR (°C)
Control 14 12/2 62,86 + 2,96 - - - 35,9 £0,28
EPOC 14 14/0 68,14 + 1,88 54,92 +8,3 56,7+ 18,3 226 £ 47 36,5 +0,52
Neumonia 13 9/4 62,85 +2,96 56,92 +7,3 38,7+4,6 210 +33 37,1£09
Neumonia + VM 7 7/0 39,86 + 14,8 118,8 +23,0 41,8 +8,1 186 + 48 37,9 +£37,9

Los datos se expresan como media + desviacion estandar.

V: varén; M: mujer; PaO,: presién arterial de oxigeno; PaCO,: presion arterial de anhidrido carbénico; FiO,: fraccion inspiratoria de oxigeno; TR: temperatura del pacien-
te durante la recogida del condensado exhalado; VM: ventilacién mecdnica; EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva cronica.
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man = 0,417; p = 0,027, y R de Pearson = 0,583; p
0,001) o de la relaciéon NO,/NO, (R de Spearman =
0,589; p = 0,001, y R de Pearson = 0,4792; p = 0,009)
en los pacientes con infeccién pulmonar (fig. 5).

Discusién

El diagnéstico no invasivo de la inflamacioén de la via
aérea es un objetivo complejo, que se ha abordado utili-
zando diversas técnicas, con un grado de eficacia y se-
guridad diagnéstica muy variable'®. El muestreo del
CER no es ajeno a cierta polémica debido a la gran va-
riabilidad de los resultados y a la escasez de estudios
sistematicos sobre los factores metodoldgicos que inci-
den en ella!’. No obstante, la facilidad de su utilizacidn,
la ausencia de iatrogenia asociada y la buena tolerancia
de la técnica estimulan el andlisis de las condiciones
clinicas de su aplicacion.

En este contexto se ha abordado el presente estudio,
sin otro objetivo que el de comprobar si, en caso de in-
feccién pulmonar grave, el CER es capaz de reflejar el
estrés oxidativo inherente a la inflamacién pulmonar. La
seleccion de los pacientes se realizé atendiendo al crite-
rio bésico de infeccién pulmonar diagnosticada clinica
y radiolégicamente, e insuficiencia respiratoria asociada
como signo de gravedad. No se atendi a otros criterios
de seleccidon, debido al caricter inespecifico del fend-
meno estudiado (estrés oxidativo).

La variabilidad inherente a la determinacién de para-
metros bioquimicos en el CER obedece a factores liga-
dos al método (contaminacién buconasal, patrén venti-
latorio, etc.), a las condiciones clinicas de recogida
(oxigenoterapia, ventilacién mecdnica, entre otras) o a
aspectos inherentes a la composicién del CER (dilu-
cién, baja concentracion de la sustancia a analizar,
etc.)'®. Aunque no se ha podido sistematizar algunos as-
pectos metodoldgicos, limitados por las condiciones cli-
nicas de los pacientes, si se puede comentar la eventual
influencia de algunos de ellos.

La contaminacién buconasal es una fuente importan-
te de RNS vy, finalmente, de ROS, incluso con pinzas
nasales'”?. Aunque las diferencias entre los grupos de
pacientes no son significativas, la distribucién de NO,
en los ventilados parece aproximarse mas a la del grupo
control que a la del grupo de pacientes con neumonia
no ventilados, lo cual podria quizd explicarse por la
contaminacién procedente de vias superiores altamente
productoras de RNS. Aparte de esta consideracion, el
patrén observado en pacientes con intubacién traqueal
era similar al de los pacientes con respiracién bucal, lo
cual permite aceptar a priori que las variaciones apre-
ciadas tuvieron su origen en las vias aéreas inferiores.

El patrén ventilatorio influye en la cantidad de CER
recogido?!, pero también puede afectar a su calidad,
pues se ha comprobado una relacién entre el flujo espi-
ratorio y la concentracion de per6xido de hidrégeno en
el CER? y entre la concentracién de NO, y el volumen
corriente®. Al no haberse medido el volumen corriente
o el flujo espirado en los sujetos respirando espontanea-
mente, no se pudo ajustar por esta magnitud. Los pa-
cientes con ventilacién mecdnica, en quienes si se dis-

60—
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Fig. 5. Correlaciones lineales entre la mieloperoxidasa (MPO) y las con-
centraciones de 8-isoprostano y nitrato (NO,), normalizadas para la con-
centracion de nitrito (NO,) en pacientes con infeccién pulmonar grave.

pone de estas mediciones, son pocos para obtener una
evaluacién del efecto, con lo que no se puede descartar
que, al menos en parte, la variabilidad observada pudie-
se estar en relacidon con diferencias en el flujo espirato-
rio y con el arrastre de particulas desde la interfase.

La FiO, es otro importante pardmetro de confusion,
ya que se ha comprobado que incrementa la concentra-
cién de pardmetros de estrés oxidativo en el CER de su-
jetos normales y de pacientes con EPOC expuestos®.
La falta de relacién entre la FiO, y la concentracién de
ROS y RNS en el exhalado no es garantia de que no
exista efecto de confusién. La FiO, en el momento del
muestreo no es el pardmetro adecuado para medir el
efecto de la administracién de oxigeno sobre el estado
redox de la via aérea, ya que su efecto es probablemen-
te acumulativo®. A pesar de ello, aunque la FiO, induz-
ca la expresion de ROS en el exhalado, su participacion
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es, en la practica, inseparable de la propia enfermedad
estudiada en el dmbito clinico y queda incluida en el
objetivo central del estudio.

La elevada variabilidad de los resultados obtenidos
en los pacientes puede también corresponder a diferen-
tes momentos evolutivos del proceso en cada una de las
enfermedades estudiadas. Aunque se ha estudiado la
composicién del CER en las primeras 72 h tras el ingre-
so, en realidad el periodo transcurrido desde el inicio de
los sintomas es muy variable, con prédromos que osci-
lan entre 12 h y una semana en las neumonias, e incluso
superiores en pacientes con EPOC. El inicio del proce-
so agudo, relativamente menos impreciso en las neumo-
nias, es dificil de determinar en la mayor parte de las
exacerbaciones de la EPOC. Un andlisis en que se tom6
el punto de inicio de los sintomas como referencia no
ofreci6 una tendencia evolutiva apreciable para ninguno
de los parametros en los pacientes con neumonia. El
bajo nimero de éstos y la imprecisiéon del pardmetro
“dias desde el inicio de los sintomas” no permiten aven-
turar una interpretaciéon. Tampoco existen estudios pre-
vios que permitan orientar sobre este aspecto.

Las concentraciones de NO, y NO, en nuestra pobla-
cion control fue similar a la observada en sujetos nor-
males de estudios previos®2%. Lo mismo sucedi6 con la
concentracién de 8-isoprostano en los controles?’. No se
ha hallado estudios previos en que se determinase la
MPO en el exhalado de sujetos normales; sin embargo,
las bajas concentraciones de MPO en el esputo inducido
de los sujetos sanos (0,1-1 ug/ml)® hace sospechar que
su concentracién en el CER sea practicamente indetec-
table en ausencia de enfermedad inflamatoria pulmonar.

El NO es un radical libre que posee un importante
papel en la fisiopatologia de la inflamacién pulmonar.
Su produccién sistémica estd aumentada en presencia
de infeccién bacteriana?, lo que induce a pensar que el
NO representaria un marcador inflamatorio local en la
infeccién pulmonar. En un entorno acuoso, tal como el
microambiente de la superficie de la via aérea, la gene-
raciéon de NO puede estimarse a partir de la concentra-
cién de sus metabolitos, NO,, y su derivado oxidado
NO,. La diferencia entre grupos respecto a la concentra-
cién de NO, y la suma de NO, y NO, sefialaria la pro-
duccién de RNS. No hay, sin embargo, una explicacién
satisfactoria para la ausencia de diferencias entre grupos
respecto de la concentracién de NO,.

Las alteraciones observadas en el exhalado de los pa-
cientes con infecciéon pulmonar grave parecen afectar
mas a la expresiéon de ROS (8-isoprostano, MPO) que
de RNS. En modelos animales, la administracion de li-
popolisacéridos por inhalacién determina un rapido (ho-
ras) influjo de leucocitos desde la sangre, principalmente
neutréfilos'. La gran cantidad de neutréfilos presentes
en los espacios aéreos de los pacientes con infeccién
pulmonar hace pensar en esta fuente principal de oxi-
dantes, sin descartar otras fuentes incluso exdgenas,
como la administracion de elevadas concentraciones de
oxigeno, como ya se ha destacado.

El desplazamiento del equilibrio redox hacia un esta-
do oxidativo favorece la peroxidacion de los lipidos de
membrana. El resultado es la produccién de isoprosta-
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nos. El 8-isoprostano (8-isoprostaglandina F, ) es, al
contrario que la generalidad de estas sustancias, un com-
puesto estable, por lo que puede determinarse con cierta
seguridad en los liquidos bioldgicos. Los isoprostanos se
han utilizado como marcadores del estrés oxidativo en el
pulmén® y su medicién se acepta como un indice de la
peroxidacién lipidica in vivo’'. Su aparicién en el CER
se ha asociado a la agresion celular de las ROS, y se han
hallado transitoriamente elevados en el CER de pacien-
tes con exacerbacion de la EPOC? y en la lesion pulmo-
nar aguda®>. Al contrario de lo que sucede con los iso-
prostanos, la concentracién de MPO en el CER no se ha
estudiado hasta la fecha, por lo que no se dispone de re-
ferencias en la bibliografia. El incremento de la MPO
observado en el CER de todos los pacientes con infec-
cién pulmonar indicaria la importancia de la reaccién
neutréfila y de la actividad oxidativa simultdneamente.

La correlaciéon entre pardmetros del exhalado puede
estar desvirtuada por el efecto dilucién. Relacionar NO,
y 8-isoprostano con la concentracién de NO, permite
eliminar el efecto dilucién, comin a ambos pardmetros,
e interpretar el indice en funcién de la relacién
ROS/RNS. La utilizacién de relaciones en lugar de con-
centraciones absolutas tiene, por otro lado, la desventaja
de que las variaciones pueden deberse tanto al numera-
dor como al denominador, y su interpretaciéon debe ser
cautelosa’, razén por la cual dichas relaciones no se uti-
lizan habitualmente en el andlisis del exhalado. La
MPO es un producto casi exclusivamente relacionado
con la produccién de ROS, mientras que el 8-isoprosta-
no esta producido por la peroxidacién lipidica origina-
da, tanto por ROS (oxigeno, peréxido de hidrégeno,
OH-, etc.) como por derivados reactivos del NO (princi-
palmente peroxinitrito). Por su parte, el NO, deriva por
oxidacién del NO, (indicador de la produccidn local de
NO). Los cocientes 8-isoprostano/NO, y NO,/NO, pue-
den asi interpretarse como dependientes esencialmente
del exceso de estrés oxidativo. En consecuencia, la rela-
cién entre la MPO y la relacién 8-isoprostano/NO, o
NO,/NO, refleja el hecho de que la actividad oxidativa
en la interfase aérea de los pacientes con infeccién pul-
monar se halla altamente relacionada a la actividad neu-
tréfila, tal como se ha postulado previamente?.

La concentracién de 8-isoprostano y MPO en los su-
jetos sin enfermedad respiratoria es mucho menor que
en los pacientes y, a menudo, pricticamente indetecta-
ble. La representacion logaritmica (fig. 6) permite apre-
ciar claramente 2 agrupaciones en el conjunto de los da-
tos: la primera engloba a los sujetos sin enfermedad
respiratoria y la segunda a los pacientes, con puntos de
corte entre 8 y 10 pg/ml para el 8-isoprostanoyde 2 a 5
U/ml para la MPO. Salvando las imprecisiones ligadas
al método (variabilidad, caracter cualitativo de las me-
diciones, etc.), se puede afirmar que un incremento Si-
multaneo de 8-isoprostano y MPO indica la existencia
de un entorno oxidativo en la interfase aérea. En un es-
tudio previo, Carpenter et al*?> hallan una elevacién de
8-isoprostano en pacientes con sindrome de distrés res-
piratorio del adutlo, lesién pulmonar aguda o sepsis,
con un punto de corte respecto de los sujetos control de
25 pg/ml. Este valor es superior al hallado por nosotros,
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Fig. 6. Grifico que representa la concentracién de 8-isoprostano y la de
mieloperoxidasa (MPO) en el condensado exhalado de sujetos sin enfer-
medad respiratoria (puntos) y pacientes (circulos). Se aprecian claramen-
te 2 agrupaciones bien diferenciadas (linea discontinua).

diferencia que podria radicar en la técnica utilizada. En
este sentido cabe destacar que los valores hallados por
Carpenter et al*? en la poblacién de referencia son tam-
bién superiores a los hallados por Van Hoydonck et al*’
en el CER de sujetos normales. Debido a la gran varia-
bilidad inherente a la técnica, parece necesario utilizar
mds de un pardmetro para poder definir el estado oxida-
tivo de la interfase aérea.

En conclusidn, el andlisis de CER permite detectar el
estrés oxidativo de la interfase aérea de pacientes con
infeccidn pulmonar grave mediante la determinacién de
la concentracién de 8-isoprostano y MPO.
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