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RESUMEN

Fundamento: El anilisis del condensado de aire espirado (o exhalado) es una técnica no cruenta que
permite determinar diversas sustancias volatiles y no volatiles producidas en las vias respiratorias, y cuya
medicién puede ser (til para el diagnéstico y la supervisién de diversas enfermedades respiratorias.
Objetivos: El objetivo del presente estudio fue producir un dispositivo reutilizable, de bajo coste, para
obtener muestras del condensado de aire espirado en individuos voluntarios sanos y determinar la
concentracién de 6xido nitrico en la muestra recolectada.
Material y métodos: El dispositivo se fabricé con un tubo de vidrio de borosilicato en forma de U. El
tubo se introdujo en un recipiente con hielo y en el extremo distal se adaptaron valvulas respiratorias
unidireccionales. Acto seguido, se determiné el 6xido nitrico en el condensado de aire espirado (CAE)
mediante un método de quimioluminiscencia.
Resultados: El coste total del dispositivo fue de 120,20 délares. Las muestras de CAE se obtuvieron a partir
de 116 individuos de ambos sexos, de 20-70 afios de edad. El volumen medio del condensado de aire espi-
rado obtenido durante 10 min fue de 1,0 £ 0,6 mly el nivel medio del 6xido nitrico fue de 12,99 + 14,38 uM
(mediana, 8,72 wM). No hubo correlacién entre los niveles de éxido nitrico en el condensado de aire
espirado y la edad o el sexo.
Conclusion: Demostramos que es posible fabricar un dispositivo de bajo coste, eficiente y reutilizable, para
obtener y determinar los niveles de 6xido nitrico en el CAE. Tampoco hemos identificado una correlacién
entre los valores de 6xido nitrico presente en el CAE obtenido a través de este método, la edad y el sexo.
© 2011 SEPAR. Publicado por Elsevier Espafia, S.L. Todos los derechos reservados.

Nitric Oxide in the Exhaled Breath Condensate of Healthy Volunteers Collected
With a Reusable Device

ABSTRACT

Background: The analysis of exhaled breath condensate (EBC) is a non-invasive technique that enables
the determination of several volatile and nonvolatile substances produced in the respiratory tract, whose
measurement may be useful for the diagnosis and monitoring of several respiratory diseases.

Objective: The aim of this study was to produce a low-cost reusable device in order to sample exhaled
breath condensate in healthy adult volunteers, and to determine the concentration of nitric oxide in the
sample collected.

Material and methods: The apparatus was made with a U-shaped tube of borosilicate glass. The tube
was placed in a container with ice, and unidirectional respiratory valves were fitted to the distal end.
Afterwards, nitric oxide was measured in the exhaled breath condensate (EBC) by chemiluminescence.
Results: The total cost of the device was $120.20. EBC samples were obtained from 116 volunteers of
both sexes, aged between 20 and 70. The mean volume of exhaled breath condensate collected during
10 minutes was 1.0 + 0.6 mL, and the mean level of nitric oxide was 12.99 & 14.38 uM (median 8.72 uM).
There was no correlation between the nitric oxide levels in the exhaled breath condensate and age or
gender.
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Conclusion: We demonstrate that it is possible to fabricate a low-cost, efficient, reusable device in order
to collect and determine nitric oxide levels in EBC. We have identified no correlation between the nitric
oxide levels present in the EBC obtained with this method with either age or sex.

© 2011 SEPAR. Published by Elsevier Espaiia, S.L. All rights reserved.

Introduccion

Se ha propuesto el andlisis de los biomarcadores en el con-
densado de aire espirado (CAE) como una técnica no cruenta de
investigacion de diversas enfermedades respiratorias inflamato-
rias y no inflamatorias y como herramienta de seguimiento de
estas enfermedades!#. Entre los biomarcadores de interés, el 6xido
nitrico (NO), un radical libre que puede participar en una amplia
variedad de reacciones bioquimicamente pertinentes, ha emergido
como un marcador biolégico importante>8. El NO espirado se ha
investigado intensamente y parece ser un marcador de utilidad para
el asma® y la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC)!°,
También se ha demostrado que sus valores aumentan en pacientes
con cancer de pulmén!! y puede correlacionarse con las puntua-
ciones clinicas de lesién pulmonar!2,

A pesar de la disponibilidad comercial de dispositivos para
la recoleccion del CAE, estos dispositivos son desechables y en
muchos paises no estan facilmente disponibles, sobre todo en los
paises en desarrollo, donde los costes de importaciéon limitan su
uso sistematico en la practica clinica. Ademas, apenas se dispone
de informacién sobre el contenido de NO en el CAE de individuos
sanos. Algunos estudios proporcionan los valores de la concentra-
cién media en individuos sanos (tabla 1), y la variabilidad de los
valores puede deberse a los diferentes tipos de dispositivos utiliza-
dos.

Por esta razén, para resolver estas dificultades decidimos fabri-
car el instrumento propuesto por Horvath et al.!> en nuestra
institucién con unas pocas modificaciones, para obtener y analizar
el NO en el CAE de una cohorte de adultos sanos.

Métodos

El presente estudio fue aprobado por el comité de investiga-
cién de nuestrainstitucién (niimero de protocolo HCRP4167/2009).
Todos los experimentos se efectuaron de acuerdo con los principios
éticos para la investigacion médica emprendida en seres humanos
(World Medical Association, Declaracién de Helsinki).

Individuos voluntarios

Sereclutaron 116 individuos voluntarios, sanos, de ambos sexos,
de 20-70 afios de edad, y se les asign6 a grupos, estratificados de
acuerdo con la edad en estratos de 10 afios. Se excluyé a cualquier
individuo voluntario con antecedentes de tabaquismo, droga-
diccién, enfermedad pulmonar y/o sistémica crénica, incluidas
alergias; enfermedad infecciosa respiratoria aguda en los 30 dlti-
mos dias, exposiciéon reciente y/o constante a formaldehido y
0zono; uso de farmacos como los inhibidores de la enzima conver-
sora de la angiotensina, inhibidores de la fosfodiesterasa, farmacos
donantes de NO (nitroprusiato), esteroides, oximetazolina, y far-
macos antiinflamatorios no esteroideos. También se excluyé a
cualquier individuo que hubiera ingerido alimentos 2 h antes de la
recoleccion de CAE o hubiera practicado ejercicio fisico extenuante,
consumido bebidas alcohélicas o cualquier medicacién en las 24 h
previas.

Dispositivo de recoleccion de condensado de aire espirado

En pocas palabras, el dispositivo se fabricé con un tubo de cris-
tal en forma de U (cristal de borosilicato Duran® Schott-Rohrglas,
Mitterteich, Alemania), de 18 mm de grosor. En el extremo distal
inferior del tubo de cristal se efectu6 una abertura en la que se
conect6 un tubo de polipropileno (capacidad de 1,5 ml, Axygen Inc.,
California, EE. UU.) para la recoleccién del CAE. En el otro extremo
abierto del tubo se conectaron valvulas respiratorias unidireccio-
nales (K Takaoka, Sdo Paulo, Brasil), que permiten separar el aire
inhalado (ambiental) del exhalado, para dirigir todo el aire espirado
a través del tubo. En el extremo opuesto se conect6 un neumotacé-
metro digital (Ventronic II, DHD Healthcare, Nueva York, EE. UU.).
La figura 1 muestra el disefio y las dimensiones del tubo de cristal,
y el ensamblado para la recoleccién de CAE.

Después de cada utilizacion, las piezas de teflén y silicona se
limpiaron con agua y jabén y se introdujeron en un recipiente con
acido peracético (Anioxyde 1000, Anios, Pavé Du Moulin, Lille, Fran-
cia) a una concentraciéon de 1.471 partes por millén durante 30 min.
Acto seguido, se aclararon en agua y se secaron. El tubo de cristal se
aclaré con abundante agua destilada (Milli-q) y se esterilizé usando
autoclave (HI VAC, Baumer, S3o Paulo, Brasil).

Obtencion del condensado del aire espirado

Se dieron instrucciones a todos los voluntarios acerca de los
pasos necesarios, que se repitieron en un dispositivo similar antes
de la obtencién del CAE. Justo antes de la obtencién, los indivi-
duos se enjuagaron la boca con agua destilada. Utilizando una
pinza nasal, se dieron instrucciones a los individuos para que
respiraran de forma tranquila a través de la boquilla del disposi-
tivo durante 10 min. Durante todo el procedimiento, tanto el tubo
de cristal como el vial de recoleccién se mantuvieron cubiertos de
hielo triturado, mezclado con sal, a una temperatura de -10°C, con
una monitorizacién constante con un termémetro digital (Minipa,
MVP363, China).

Almacenamiento y preparacién del condensado de aire espirado

Elvial con las alicuotas del condensado de aire obtenido se man-
tuvo en hielo y se transporté rapidamente hasta un congelador,
donde se mantuvieron a —70°C para su analisis posterior. Para el
andlisis, se desproteinizé el CAE de cada individuo con etanol puro
(4°C) durante 30 min y acto seguido se mantuvo en el congelador
durante 30 min (-20°C). Después de este periodo, se centrifugé a
4.000rpm durante 10 min utilizando una centrifugadora refrige-
rada.

Evaluacion del NO

EINO en el CAE se determiné mediante quimioluminiscencia®14,
En pocas palabras, la deteccién de NO se basa en la observaciéon de
la reaccién del ozono con el NO, que produce NO, vy, al estabili-
zarse, puede medirse por quimioluminiscencia, ya que emite una
radiacién luminica que es proporcional a la concentracién de NO en
el aire espirado. La luminiscencia generada se determina mediante
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Tabla 1

Valores de los estudios publicados que analizaron la concentracién de 6xido nitrico (NO)

Autor Afo Lugar n Edad (valores medios) Método Valores medios de NOx (M)
Ganas et al.?> 2001 Grecia 10 23 (4) Artesano 0,63
Franklin et al.26 2006 Australia 25 23-55 Artesano 1,82
Dressel et al.2” 2010 Alemania 26 31(8,3) EcoScreen® 3,73
Liu et al.23 2007 Australia 15 65 (9,38) Artesano 9,89
Hoffmeyer et al.?4 2007 Alemania 16 26-62 EcoScreen® 7,11
0joo et al.22 2005 Londres 15 39(10) Artesano 11,4
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Figura 1. Disefio y dimensiones del tubo de cristal y del sistema de vélvulas para la recoleccién del condensado de aire espirado (CAE).

un tubo fotomultiplicador sensible y es directamente proporcional
a los valores de NO. El andlisis se efectia en el dispositivo Nitric
Oxide Analyzer, 280i NOA (Sievers, Boulder, CO, EE. UU.).

Andlisis estadistico

Para verificar la distribucién de los datos se usaron la prueba
de Shapiro-Wilk y graficos Q-Q. Los resultados se presentan como
medias & desviacién estandar y/o medianas y cuartiles. Para las
comparaciones se usaron la prueba de la U de Mann-Whitney y la
de Kruskal-Wallis. Se efectud una estimacion de la curva usando un
procedimiento de regresion para verificar larelaciéon entre las varia-
bles. Todos los procedimientos estadisticos se efectuaron utilizando
el programa informatico SPSS 15.0.

Resultados

En la tabla 2 se muestra la demografia. No se produjeron efectos
adversos durante o después del procedimiento de recoleccion de
CAE. El coste total de dispositivo, incluido el tubo de cristal y las
valvulas respiratorias unidireccionales, fue de 120,2 délares (56,68
y 63,52 doblares, respectivamente).

El volumen medio de CAE fue de 1,0 & 0,6 ml. El volumen total
de CAE durante la recoleccién fue de 95,3 +-421. El valor medio del
NO en el CAE fue de 12,99 + 14,38 uwM (mediana, 8,72; C1-C3: 4,31-
15,54 wM). Las diferencias en el contenido de NO en el CAE entre
grupos de edad no fueron significativas (tabla 3). Tampoco fueron
significativas las diferencias entre ambos sexos (tabla 4).

No hubo una correlacién entre el NO en el CAE y la edad (fig. 2), ni
entre el volumen del CAEy el contenido de NO (p=0,994; r=0,001).
Sin embargo, hubo una correlacién positiva significativa entre el
volumen de CAEy el volumen de aire espirado (p<0,001; r=0,622).

Discusion

Hay evidencias que demuestran el importante papel
desempefiado por el NO en la fisiopatologia de diversas enferme-
dades respiratorias, como el sindrome de dificultad respiratoria
aguda (SDRA), la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC),
la fibrosis quistica (FQ), el asma, la hipertensién pulmonar (HP), las
bronquiectasias, la disfuncién mucociliar primaria, las enferme-
dades pulmonares intersticiales y otras enfermedades de las vias
respiratorias®’. En los estudios publicados se ha documentado
que en pacientes asmaticos aumentan los valores de NO en el aire
espirado!>16 y los niveles de nitrito en el CAE, comparado con
individuos sanos, posiblemente debido a la presencia de un estado
inflamatorio!”. La monitorizacién de las concentraciones de NO
en el aire espirado es un marcador emergente de inflamacién
eosindfila en el asma que facilita el diagndstico, la supervision de
la progresion de la enfermedad y la valoraciéon de la respuesta al
tratamiento!8.

En pacientes con EPOC también se observan valores de NO
espirado significativamente mas altos que los encontrados en
fumadores y no fumadores sanos'?. Pero con respecto a los valores
de los metabolitos de NO (NOx) en el CAE, los estudios han demos-
trado que en ex fumadores con EPOC los valores son mds bajos en
comparacién con los detectados en individuos sanos, no fumadores
y ex fumadores!7:19,

EINO enel aire espirado disminuye significativamente tras ciru-
gia cardiaca en seres humanos. Esto puede ser consecuencia de una
disminucién de la produccién endégena de NO debido a la lesién
endotelial vascular pulmonar2°. Esta disminucién en la produccién
de NO espirado puede asociarse con cambios de la funcién mecanica
respiratoria durante la hipoxia. No obstante, se ha documentado
que, tras reoxigenacion, los valores de NO siguen siendo bajos,
lo que posiblemente indica una lesién del epitelio bronquial®!. Por
consiguiente, el CAE también puede usarse en la supervisiéon y el
estudio de las enfermedades respiratorias y para valorar la eficacia
del tratamiento!5:19,



D. Alves Vento et al / Arch Bronconeumol. 2012;48(4):120-125 123

Tabla 2
Datos demograficos

Grupos de edad (afios)

20-30 31-40 41-50 51-60 61-70
Mujeres/hombres 21/14 7/11 18/6 14/6 14/5
Edad media (afios) 26,7 + 1,45 338+3,0 4535+25 54,7 £ 3,0 63,81 £+ 2,74
Peso (kg) 69,84 + 18 83,55+ 15,3 68,47 + 13,28 68,12 + 15,33 68,35+ 11,53
Estatura (cm) 163,70 + 29 171,88 + 8,83 164,45 + 9,02 147,61 £+ 50,69 160,85 + 7,1

Volumen corriente (ml)
Volumen minuto (1)
Frecuencia respiratoria (min)

554 (456-652)
8,67 (7,18-10,16)°
12,4 (11,20-13,61)

594,01 (455-732)
8,82 (7,03-10,62)2

12,70 (11,05-14,50)2

552 (428-675)
8,41 (6,93-9,88)°
12,95 (11,32-14,57)

465 (315-615)°
9,90 (6,81-12,99)
13,55 (11,56-15,53)

528 (396-659)2
9,45 (7,43-11,47)2
15,05 (11,97-18,14)

2 Intervalo de confianza del 95%.

Tabla 3
Oxido nitrico (NO) en el condensado de aire espirado (CAE) para cada grupo de edad
Grupos de edad (afios) p
20-70 20-30 31-40 41-50 51-60 61-70
N 112 34 18 24 17 19 0,301°
Media 12,99 12,54 10,47 16,99 9,71 14,09
Error estandar 1,35 3,02 2,25 3,96 1,32 1,92
Desviacion estandar 14,38 17,64 9,58 19,42 5,47 8,40
Intervalo de confianza del 95% 10,30-15,69 6,38-18,70 5,70-15,23 8,79-25,19 6,89-12,52 10,04-18,14
Mediana 8,72 6,90 6,49 9,14 9,40 12,45
Ci-C3 1,11-93,45 4,03-13,51 3,10-17,50 3,72-20,18 6,58-11,25 9,65-19,62

a Prueba de Kruskal-Wallis.

En el presente estudio demostramos que el dispositivo que
fabricamos es reutilizable, eficaz para la recoleccion de CAE
y de coste razonable. El volumen de CAE que pudimos recolectar fue
suficiente para valorar y determinar el NO, y creemos que es sufi-
ciente para el andlisis de otros biomarcadores. Ademas, con esta
metodologia hemos determinado el contenido de NO en el CAE
de individuos sanos y hemos demostrado que los valores de NO
en el CAE de individuos sanos no se correlacionan con la edad y/o
sexo.

De forma parecida a los resultados del presente estudio, Cruz
et al.! no identificaron una correlacién entre la edad y la concen-
traciéon de NO en el CAE.

El contenido de NO en el CAE detectado es similar a lo descrito
por Ojoo et al.22, Liu et al.23 y Hoffmeyer et al.2* pero mayor que
los valores descritos por Ganas et al.2>, Franklin et al.26 y Dressel
et al.27, Sin duda, las diferencias entre dispositivos y la determi-
nacion del NO son responsables de esta variabilidad. Ademas, es
necesario tener en cuenta que la mayoria de estas investigaciones
utilizaron muestras a pequeila escala.

Hasta la fecha, no hay pruebas suficientes con respecto a la
correlacién entre el contenido de NO en CAE y la edad y/o el sexo.
En consecuencia, la American Thoracic Society/European Respira-
tory Society (ATS/ERS)?® ha recomendado que se tengan en cuenta
tanto la edad como el sexo como factores que pueden afectar a
la concentracién de los biomarcadores en el CAE. Por esta razon,
consideramos que el presente estudio contribuye a responder a
estas preguntas. Al igual que en otros estudios!, en la presente

investigacion no se ha encontrado una correlacion entre la edad
y el sexo y la concentracién de NO en el CAE, lo que contribuye a
responder a esta pregunta.

También es motivo de preocupacién la influencia de los para-
metros ventilatorios en el CAE y su contenido. La correlacién entre
el volumen minuto y el volumen de CAE recolectado encontrada
fue la predecible, al igual que han descrito otros investigadores.
Liu et al.2? encontraron la misma correlacién y sugirieron que el
volumen minuto y el volumen corriente predirian el volumen del
CAE. También observaron que el sexo y la edad no producian un
efecto significativo sobre el volumen del CAE. Montuschi# también
document6 que el volumen de CAE es directamente proporcional al
momento de la obtencién y la frecuencia respiratoria de aire espi-
rado. Y Franklin et al.26 han demostrado que los flujos respiratorios
no influyen en el NO disuelto en el CAE de adultos sanos, un fac-
tor que también merece la atencién del investigador, de acuerdo
con los resimenes publicados de un seminario organizado por la
ATS?8,

Otro problema que merece atencién es el momento de la reco-
leccién del condensado. Una recoleccién a lo largo de 10 min
produjo un volumen suficiente para el andlisis del NO, y probable-
mente de otros marcadores. Los tiempos mas prolongados podrian
traducirse en mayores voliimenes, puesto que Lema et al.3? obtu-
vieron 1,5 ml después de 15 min, y Vaughan et al.3! observaron que
el aumento del periodo de recoleccién incrementa el volumen obte-
nido. Optamos por un periodo de 10 min porque es bien tolerado y
se traduce en un volumen medio de 1-2 ml, segtin lo recomendado

Tabla 4
Oxido nitrico (NO) en el condensado de aire espirado (CAE) y volumen del condensado por sexo
Sexo Valor de p?
Mujeres Hombres
n Media DE Mediana n Media DE Mediana
NO(pM) 73 12,96 13,42 9,82 39 13,05 16,21 8,30 0,847
Volumen exhalado 73 97,26 45,35 83,64 39 91,66 35,16 87,40 0,837
Volumen CAE (ml) 73 1,03 0,67 0,80 39 0,98 0,71 0,80 0,440

DE, desviaci6n estandar.
2 Prueba de Mann-Whitney.
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Figura 2. Correlacién entre el 6xido nitrico (NO) (wM) en el condensado de aire
espirado (CAE) y la edad (afios).

en los resiimenes publicados del seminario organizado por la ATS.
Ademas, es necesario verificar la influencia potencial de las tempe-
raturas durante la recoleccién y el almacenamiento, al igual que
verificar cualquier influencia del material usado para fabricar el
dispositivo.

Se requiere un mayor niimero de estudios no solo para usar-
los como referencia de los diferentes biomarcadores sino también
para determinar si puede ser ttil un andlisis secuencial para el
seguimiento de la enfermedad de interés32,

Otro motivo de preocupacién es el material usado en cada
dispositivo. Los dispositivos EcoScreen® y Rtube® se fabrican,
respectivamente, con teflén y aluminio!®, pero los dispositi-
vos manufacturados suelen fabricarse con cristal revestido de
silicona!333. Consideramos que el cristal de borosilicato, aunque es
mas fragil, es de menor coste y también es inerte, lo que reduce
la probabilidad de influir en el marcador analizado. Liu et al.23
compararon los dispositivos EcoScreen® y Rtube® con disposi-
tivos manufacturados con cristal revestido de silicona, pero las
diferencias no fueron significativas, en comparacién con cristal no
recubierto. Soyer et al.34 también obtuvieron mayores voliime-
nes de CAE utilizando el dispositivo EcoScreen® comparado con
Rtube®, y Rosias et al.3> encontraron que los dispositivos fabrica-
dos con cristal de borosilicato, cubiertos o no de silicona, eran mas
eficientes para determinar el 8-isoprostano y la albimina, com-
parado con los fabricados con aluminio y teflén. Formularon la
teoria de que el cristal posee menos propiedades adhesivas, lo que
se traduce en un mayor nimero de moléculas disponibles en el
CAE.

Por lo tanto, parece ser que los diferentes dispositivos pueden
proporcionar resultados distintos para un mismo biomarcador, y
no se ha alcanzado un consenso por lo que respecta al disefio y
material mas apropiados para cada biomarcador. Por lo tanto, son
necesarios estudios adicionales para definir qué disefio y material
son mejores para un biomarcador especifico de interés en el CAE.
Ademas, se requieren futuras investigaciones no solo para valorar
los parametros de referencia de los diferentes biomarcadores sino
también para determinar si un analisis secuencial puede ser til
para el seguimiento de la enfermedad de interés32.

En conclusion, fabricamos un dispositivo reutilizable eficaz para
la obtencion de CAE y la valoracién del contenido de NO. Ademas,
hemos determinado el contenido de NO en el CAE de indivi-
duos voluntarios sanos y hemos demostrado que, usando esta
metodologia, el contenido de NO no se correlaciona con la edad
0 sexo.
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