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INFORMACION DEL ARTiCcULO RESUMEN
Hisf_Ufia del articulo: Introduccién: La enfermedad pulmonar intersticial (EPI) es una de las principales causas de muerte en los
Recibido el 9 de mayo de 2016 pacientes con esclerosis sistémica (ES). En este estudio se investigaron biomarcadores en el aire exhalado
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) >Ch (AE)y en el condensado de aire exhalado (CAE) y se analizé su posible papel como factores prondstico de
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la EPI en pacientes con ES.
Métodos: Se analiz6 prospectivamente la fraccion exhalada de 6xido nitrico (FeNO) y el monéxido de
carbono exhalado (COe) en AE, y se determinaron los valores de pH, nitritos, nitratos e interleucina-6 en
. - CAE, en 35 pacientes con ES. La tomografia computarizada de alta resolucién (TACAR) tordcica mostrd
Enfermedad pulmonar intersticial . ) . 2
Oxido nitrico signos de EPI en 12 pacientes, no estando presentes en los 23 restantes. En el momento de la inclusién se
pH determinaron los biomarcadores en el AE y en el CAE, y durante los 4 afios de seguimiento se efectuaron
Esclerosis sistémica anualmente pruebas de funcién respiratoria.
Resultados: No se observaron diferencias entre grupos en los valores iniciales de los diferentes biomar-
cadores. En todos los pacientes examinados los valores disminuidos de pH en CAE se asociaron con una
reduccién en la capacidad de difusién de monéxido de carbono (DLCO) durante el seguimiento. Valores
disminuidos de FeNO se correlacionaron con una menor capacidad vital forzada (FVC) inicial y a los 4 afios,
asi como con una reduccién de FVC y DLCO durante el seguimiento. En los pacientes con EPI los valores
mas altos de COe se correlacionaron con FVC mas disminuidas al inicio. En el conjunto de la cohorte se
identificé una menor supervivencia libre de progresién en los pacientes con un pH en CAE inferior a 7,88
y en los que presentaban un FeNO inferior a 10,75 ppb (Log Rank: p=0,03 y p<0,01, respectivamente).
Conclusiones: Los biomarcadores en el AE y en el CAE son ttiles para detectar pacientes con una mayor
probabilidad de presentar un deterioro de la funcién pulmonar durante el seguimiento de la enfermedad.
© 2016 SEPAR. Publicado por Elsevier Espafia, S.L.U. Todos los derechos reservados.
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Prognostic Role of Exhaled Breath Condensate pH and Fraction Exhaled Nitric
Oxide in Systemic Sclerosis Related Interstitial Lung Disease

ABSTRACT

Keywords: Introduction: Interstitial lung disease (ILD) is one of the major causes of death in systemic sclerosis (SSc).
Exhaled breath This study investigated exhaled breath (EB) and exhaled breath condensate (EBC) biomarkers in patients
Interstitial lung disease with SSc and analyzed their role as a prognostic tool in SSc-related ILD.

gl‘;“‘: oxide Methods: Fraction exhaled nitric oxide (FeNO) and exhaled carbon monoxide (eCO) measured in EB,

together with pH, nitrite, nitrate and interleukin-6 levels measured in EBC were prospectively analyzed in
35 patients with SSc. Twelve patients had established ILD by chest high-resolution computed tomography
(HRCT), and 23 patients showed no evidence of ILD. EB and EBC biomarkers were determined at inclusion,
and pulmonary function tests were annually performed during 4 years of follow-up.

Systemic sclerosis
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Results: No differences at baseline biomarkers levels were found between groups. In all patients studied,
low EBC pH levels were associated with a decreased diffusing capacity for carbon monoxide (DLCO) during
follow-up. Low FeNO levels were correlated with lower forced vital capacity (FVC) at baseline, 4 years of
follow-up and with a decrease in FVC and DLCO during monitoring. Among ILD patients, high eCO levels
were correlated with lower baseline FVC. In the global cohort, a worse progression-free survival was
identified in patients with EBC pH values lower than 7.88 and FeNO levels lower than 10.75 ppb (Log Rank
P=.03 and P<.01, respectively).

Conclusions: EB and EBC could help to detect patients likely to present a deterioration on lung function

during follow up.

© 2016 SEPAR. Published by Elsevier Espafia, S.L.U. All rights reserved.

Introduccion

La esclerosis sistémica (ES) es una enfermedad del tejido con-
juntivo caracterizada por una disfuncién endotelial que condiciona
una vasculopatia de pequefio vaso, disfuncién fibroblastica con una
produccién excesiva de colageno y alteraciones inmunoldgicas'. En
la actualidad, la enfermedad pulmonar intersticial (EPI) es una de
las primeras causas de muerte en la ES%3. La prevalencia de EPI
en la ES varia dependiendo de la poblacién estudiada, la defini-
ciény la sensibilidad de los métodos utilizados para su diagnéstico
de comprobacién. Goh et al.* propusieron un sencillo esquema de
estratificacion basado en la extensién de la enfermedad en la tomo-
grafia computarizada de alta resolucién (TACAR) y su repercusiéon
en las pruebas de funcién respiratoria (PFR), con el que se obtenia la
mejor prediccién de progresién de la enfermedad y de mortalidad a
largo plazo. Recientemente se ha descrito que la interleucina-6 (IL-
6) sérica es un factor de prediccion de progresion de la EPI-ES, en
concreto en pacientes con enfermedad leve en estadios iniciales>.

Una caracteristica frecuente de la EPI-ES es el aumento de célu-
las inflamatorias en el lavado broncoalveolar®”. Sin embargo, este
hallazgo no se correlaciona con la supervivencia ni con la progre-
sién a largo plazo®, por lo que Ginicamente se utiliza para excluir
la presencia de una infeccién y con fines de investigacién®. Aun-
que se ha descrito que el andlisis de diversos biomarcadores tanto
en el esputo inducido como en el aire exhalado (AE) y en el con-
densado de aire exhalado (CAE) en la afectacién pulmonar de la
esclerodermia pueden ser ttiles?-!3, su posible valor sigue siendo
motivo de controversia y es necesario disponer de otros biomarca-
dores obtenidos por métodos no invasivos capaces de pronosticar
la progresién de la enfermedad.

El propésito de nuestro estudio fue determinar mediante méto-
dos no invasivos (AE y/o CAE) el proceso inflamatorio autoinmune
que provoca la EPI-ES. En este contexto, se plantearon 2 objetivos
principales. El primero fue analizar biomarcadores en AE y CAE de
pacientes con ES en funcién de la presencia o ausencia de EPI, y estu-
diar su asociacién con las PFR iniciales. El segundo fue determinar
si dichos biomarcadores se correlacionaban con la progresion de la
enfermedad al cabo de 4 afios y si tenian un posible valor pronéstico.

Métodos
Pacientes

Se llevé a cabo un estudio prospectivo en el que se incluyé a
35 pacientes de raza blanca (32 mujeres) con diagnéstico de ES que
cumplian los criterios de clasificacién ACR/EULAR 20134, que dis-
ponian de una TACAR inicial y en los que se realizé un seguimiento
durante 4 afios. Los pacientes fueron evaluados consecutivamente
en la Unidad de Esclerodermia de nuestro hospital y controla-
dos por el mismo médico especialista cada 4 meses en los casos
que presentaban EPI moderada-grave o cada 6 meses en aque-
llos sin afectacién pulmonar o con EPI leve, de acuerdo con las

recomendaciones de las guias internacionales'>. El Comité ético
del hospital aprobé el estudio y, en cumplimiento con la Declara-
cién de Helsinki, todos los pacientes otorgaron su consentimiento
informado para participar. Los criterios de exclusién comprendie-
ron la presencia de otras enfermedades respiratorias inflamatorias
(tales como asma, EPOC u otras), atopia o una infeccién respiratoria
durante el mes anterior a la inclusién en el estudio.

Grupos del estudio

La poblacién de estudio se dividi6 en 2 grupos: el grupo de EP],
formado por 12 pacientes con EPI, definida como evidencia radio-
l6gica de enfermedad intersticial en la TACAR, y que incluy6é un
paciente con hipertensién pulmonar asociada a EPI (HP-EPI), y el
grupo de control, formado por 23 pacientes con ES que no pre-
sentaban signos de EPI, entre los cuales se incluyeron 2 pacientes
con hipertensién arterial pulmonar (HAP) aislada. La HP se defini6
como presion arterial pulmonar media (PAPm) > 25 mmHg medida
por cateterismo cardiaco derecho (CCD). La presencia de HP-EPI se
consider6 si el diagndstico de HP se realizaba ante un paciente con
EPI y capacidad vital forzada (FVC) inferior al 60% del valor teé-
rico o enfermedad intersticial moderada o grave en la TACAR'. La
HAP aislada se diagnosticé mediante CCD, de acuerdo con las guias
internacionales'®!”. También se registraron otras comorbilidades
de la ES, como se ha descrito anteriormente 8. Al inicio del estudio,
atodos los pacientes se les realizé PFR completas y se les recogi6 la
fraccién exhalada de NO (FeNO), monéxido de carbono (CO) exha-
lado (COe) y el CAE. Se indicé a los pacientes que no consumieran
alimentos ni fumaran durante las 2 y 24 h previas a la extraccién de
las muestras, respectivamente. Todas las muestras se analizaron en
el mismo laboratorio.

Pruebas de funcién respiratoria

Las espirometrias, volimenes pulmonares estaticos y estudios
de difusién pulmonar anuales se efectuaron mediante un equipo
MasterLab (MasterLab, Jaegger, Alemania), siguiendo las recomen-
daciones de la ERS-ATS'?. Se analizaron las PFR en la evolucién
seglin el cambio en el porcentaje teérico de FVC o en la capaci-
dad de difusién de monéxido de carbono (DLCO), en comparacién
con la visita de inicio.

Determinacioén de la fraccion exhalada de éxido nitrico

Las determinaciones de FeNO se realizaron mediante el disposi-
tivo NIOX MINO® (Aerocrine AB, Solna, Suecia) de acuerdo con las
guias vigentes?’. Durante el proceso los pacientes permanecieron
en sedestacion y con una pinza nasal, inhalando aire libre de NO a
través del dispositivo y a continuacién exhalaban a un flujo fijo de
50 ml/s durante aproximadamente 10 s. Para el andlisis se utilizé la
primera medicién técnicamente aceptable de la FeNO?'.
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Tabla 1
Variables demograficas y caracteristicas iniciales de los pacientes incluidos en el estudio
Total (n=35) EPI(n=12) Controles (n=23) p
Mujeres 32(91,4) 10(83,3) 22(95,7) 0,26
Edad, afios 59,0 (42,0 a 68,0) 64,5(52,5a70,2) 58,0 (36,0 a67,0) 0,31
Fumadores activos 4(11,4) 1(8,3) 3(13,0) 1,0
ES limitada 28 (80,0) 8(66,7) 20(87,0) 0,20
Tiempo transcurrido desde el primer sintoma, afios 13 0(3,5a28,3) 10,2 (1,5a35,4) 13,3(5,0a28,3) 0,69
Tiempo transcurrido desde el primer sintoma no FR, afios ,1(1,5a12,6) 7,6 (1,7a10,0) 7,1(1,5a133) 0,71
ANA 35(100) 12 (100) 23(100) n.a.
ACA 8(51,4) 5(41,7) 13(56,5) 0,40
Scl-70 4(11,4) 3(25,0) 1(4,3) 0,10
EPI (34,2) 12 (100) 0(0) < 0,001
Duracién de la EP], afios 1,4(0,3a5,0) - n.a.
HP 3(8,6) 1(8,3) 2(8,6) 1,0
HP-EPI 1(2,9) 1(8,3) 0(0) 0,34
HAP aislada 2(5,7) 0(0) 2(8,6) 0,53
Afeccion gastrointestinal 32(91,4) 11(91,7) 21(91,3) 1,0
Afeccién de la motilidad esofagica 30(85,7) 11(91,7) 19(82,6) 0,64
Afeccion gastrica 7 (20,0) 2(2,4) 5(21,7) 1,0
Afeccion cardiaca 13(37,1) 6 (50,0) 7(30,4) 0,29
Insuficiencia renal crénica 1(2,9) 0(0) 1(4,3) 1,0
Hipertension arterial 10 (28,6) 3(25,0) 7 (6,6) 1,0
Dislipidemia 2(5,7) 1(8,3) 1(4,3) 1,0
Diabetes mellitus 0(0) 0(0) 0(0) n.a.
Tratamiento inmunosupresor 7 (20) 5(41,7) 2(8,7) 0,03
Prednisona < 5 mg/dia 5(14,3) 3(25,0) 2(8,7) 0,31
Micofenolato sédico 4(11,4) 3(25,0) 1(4,3) 0,10
Ciclofosfamida i.v. 1(2,9) 1(8,3) 0(0) 0,34
Fdrmacos no inmunosupresores 35(100) 12 (100) 23 (100) 1,0
Inhibidores de la bomba de protones 35(100) 12 (100) 23(100) 1,0
Bloqueantes de los canales de calcio 22(62,9) 7 (58,3) 15 (65,2) 0,72
Antiagregantes plaquetarios 15(42,9) 6(50,0) 9(39,1) 0,72
IECA o ARA-II 10(28,6) 1(8,3) 9(39,1) 0,11
N-acetilcisteina 2(5,7) 2(16,7) 0(0) 0,11
Terapia con liberadores de NO 2(5,7) 0(0) 2(8,7) 0,53

ACA: anticuerpos anticentrémero; ANA, anticuerpos antinucleares; ARA-II: antagonistas del receptor de la angiotensina 11;EPI: enfermedad pulmonar intersticial; ES: esclerosis
sistémica; FR: fenémeno de Raynaud; HAP: hipertension arterial pulmonar; HP: hipertensién pulmonar; IECA, inhibidores de la enzima conversora de angiotensina; i.v.:
intravenoso; n.a.: no aplicable.

Para las variables continuas los datos se presentan mediante la mediana (rango intercuartilico [RIC]); para las variables categéricas, mediante n (%).

Tabla 2
TACAR, PFP, ecocardiografia y biomarcadores del aire exhalado y del condensado de aire exhalado al inicio del estudio
EPI (n=12) Controles (n=23) p
Hallazgos en la TACAR 12 (100) 0(0) < 0,001
Opacidades en vidrio esmerilado 11(91,7) 0(0) < 0,001
Opacidades reticulares 6(50,0) 0(0) <0,01
Panalizacién 1(8,3) 0(0) 0,36
Pruebas de funcién pulmonar
FVC 73,3(62,3a91,9) 90,9 (83,7 a 103,0) 0,03
FEV; 81,2 (65,7 a 108,4) 98,9 (85,2a107,9) 0,09
FEV;% (FEV; [FVC) 80,9 (76,1 a 88,3) 80,6 (76,0 a 83,2) 0,13
TLC 82,7(70,9a92,6) 104,3(95,8a111,5) 0,001
DLCO 47,7 (41,2a59,1) 70,9 (59,1 a 86,6) <0,01
KCO 55,2 (46,9 a 66,5) 67,3 (63,6 a85,3) 0,02
Ecocardiografia
PSVD, mmHg 35,0(29,5a45,0) 31,0(25,5a41,2) 0,60
Aire exhalado
FeNO, ppb 10,5(7,5a16,5) 12,0(9,2a20,7) 0,23
COe, ppm 3,0(2,0a4,0) 3,0(2,0a82) 0,77
Condensado del aire exhalado
pH 7,5(69a79) ,0(7,4a82) 0,05
Nitrito, uM 3,7(1,9a5,8) 2(1,4a48) 0,57
Nitrato, uM 6,4(3,5a109) 7(5,8a13,8) 0,38
IL-6, pg/ml 0,06 (0,03 a0,10) 0, 07 (0,05a0,10) 0,61

COe: monéxido de carbono exhalado; DLCO: capacidad de difusién de monéxido de carbono; EPI: enfermedad pulmonar intersticial; FeNO: fraccién exhalada de 6xido
nitrico; FEV;: volumen espiratorio forzado en el primer segundo; FEV;%: cociente FEV; [FVC expresado en porcentaje; FVC: capacidad vital forzada; IL-6: interleucina-6; KCO:
DLCO/volumen alveolar; n.a.: no aplicable; PSVD: presion sistélica ventricular derecha; TACAR: tomografia computarizada de alta resolucién; TLC: capacidad pulmonar total.
Datos expresados mediante la mediana (RIC).

" Porcentaje del valor teérico.



A. Guillen-del Castillo et al. / Arch Bronconeumol. 2017;53(3):120-127 123

A EPI B Controles
=0,65

p=0,01 P ,
g : : 8 ;
© 100 S 100
E 2
T g0 T 8o
° 5 80
c c
O ] % o J
4 60 0 60
P .,_———-—"'_. P
3 404 3 404
8 : 8
5 20 5 20+
2L 2
X 0 T T T X 0 T T T

Inicio 1 afio 4 afios Inicio 1 afio 4 afios

Figura 1. Valores de FVC iniciales y durante el seguimiento. En A y B se muestra la variacién no ajustada del porcentaje teérico de FVC durante el seguimiento (cada punto
representa un paciente) de los pacientes con EPI y los sujetos de control, respectivamente. En el grupo de EPI se observé una disminucién de un 6,4% en la media de los
valores de FVC durante el periodo de 4 afios, en comparacién con los valores iniciales (IC95%: —11,2 a —1,6; p=0,01) (A), mientras que en el grupo control no se observaron
diferencias significativas (B). En el grupo de EPI la disminucién de la FVC fue mayor que en el grupo de control (p<0,01).

Determinacién de monoxido de carbono exhalado

El CO exhalado se determin6é con un sensor electroquimico
mediante un dispositivo MicroCO (MicroCO; Micro Medical Ltd.,
Rochester, Kent, Reino Unido). Se solicité a los pacientes que reali-
zasen una inspiracién profunda hasta la capacidad pulmonar total,
retuviesen el aire durante 20s y luego espirasen lenta y completa-
mente a través de la boquilla. Se efectuaron 2 registros sucesivos, y
los cdlculos se efectuaron a partir de los valores maximos.

Obtencion y procesamiento de las muestras de condensado de aire
exhalado

El CAE se obtuvo mediante un condensador comercializado
(EcoScreen; Jaeger, Wiirzburg, Alemania). Con la pinza nasal puesta,
los pacientes respiraron a volumen corriente a través de una boqui-
lla conectada al condensador. Se recogié un volumen fijo de 1501
de aire exhalado por paciente?2. Las muestras de CAE se dividieron
en alicuotas de 500 .l para su procesamiento, una de las cuales se
utilizé para determinar el pH tras la desgasificacién y el resto se
conservaron de inmediato a —70°C, y se analizaron durante el mes
siguiente a su obtencion.

El pH del CAE se determiné tras la desgasificacién con helio
(350 ml/min durante 10 min) mediante un pH-metro calibrado
(Modelo GLP 21; Crison Instruments SA, Barcelona, Espafia) con
una precisiéon en el pH de +£0,01 y una sonda para pequefios
volimenes (Crison 50 28; Crison Instruments SA, Barcelona,
Espaiia). La sonda se calibré diariamente con tampones estiandar de
7,02y 4,00%3.

Las concentraciones de nitritos (NO3 ) y nitratos (NO3 )se deter-
minaron mediante una prueba colorimétrica basada en la reaccién
de Griess (Cayman Chemical Company, EE.UU.). Los valores de
concentracion se obtuvieron mediante un lector de microplacas a
540 nm de absorbancia. La sensibilidad de la prueba fue de 1 uM
para los nitritos y de 2,5 wM para los nitratos.

Las concentraciones de IL-6 se evaluaron mediante un analisis
de inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA) de alta sensibilidad
disponible comercialmente (Bender MedSystems GmbH, Austria).
La sensibilidad de la prueba era de 0,03 pg/ml.

Andlisis estadistico

Se efectuaron pruebas no paramétricas para evaluar la exis-
tencia de diferencias estadisticamente significativas. Los datos
categoricos se analizaron mediante la prueba de chi-cuadrado y la
prueba exacta de Fisher. En cuanto a los datos continuos, las dife-
rencias intergrupos se analizaron mediante la prueba de la U de
Mann-Whitney, y para las comparaciones intragrupo se utiliz6 la

prueba de Wilcoxon para datos apareados. Las asociaciones entre
variables se estudiaron mediante la correlacién de Spearman. Se
utilizaron curvas de eficacia diagnéstica (ROC) junto con el método
del indice de Youden para determinar el valor umbral de cada bio-
marcador que demostrara la mayor sensibilidad y especificidad en
la prediccién de una disminucién de un 10% en la FVC o de un 15%
en la DLCO, o la muerte. La prueba de Log Rank se utilizé para
determinar la supervivencia libre de progresiéon (SLP) durante el
seguimiento, cuyo objetivo primario fue la aparicién de un evento
combinado negativo, definido por la disminucién desde la visita de
inicio de un 10% en la FVC, la disminucién del 15% en la DLCO o
muerte. Los valores de p<0,05 se consideraron significativos. Los
diferentes analisis estadisticos se efectuaron mediante SPSS 20.0
para Windows (SPSS Inc., Chicago) y GraphPad InStat4 (GraphPad
Software Inc., San Diego).

Resultados
Datos iniciales

Los datos demograficos y las caracteristicas iniciales de la pobla-
cién del estudio se muestran en la tabla 1. La mediana (rango
intercuartilico [RIC]) de edad fue de 59,0 (42,0 a 68,0) afios. En
todos los pacientes con EPI, la TACAR fue compatible con neumonia
intersticial no especifica, y no se observé ningtin signo de EPI en los
sujetos del grupo control. La mediana de duracién de la enfermedad
pulmonar en el grupo de EPI fue de 1,4 afios. En el momento de la
inclusién, 7 pacientes recibian tratamiento inmunosupresor.

Las pruebas de imagen, PFR y biomarcadores iniciales se detallan
enlatabla 2. Alinicio del estudio los grupos presentaban diferencias
significativas en FVC, TLC, DLCOy KCO, con valores mas disminuidos
en el grupo de EPL. En ambos grupos se analizaron los biomar-
cadores del AE y del CAE iniciales. No se observaron diferencias
estadisticas en la FeNO ni en el COe. Sin embargo, se hallé una aso-
ciacién positiva entre la FeNO y la FVC inicial (r=0,41, p=0,03). En
el grupo de EPI se observé una correlacién negativa entre los niveles
de COe y la FVCinicial (r=-0,75, p<0,01). En cuanto a los biomar-
cadores del CAE, no hubo diferencias significativas entre grupos.
Sin embargo, al analizar a 11 pacientes que presentaban opacida-
des en vidrio deslustrado en la TACAR, la mediana del pH del CAE
fue significativamente mas baja que en los pacientes en los que
no se constaté este patrén radiolégico (7,4 vs. 8,0, p=0,02). No se
observaron otras asociaciones entre los hallazgos de la TACAR y los
valores de biomarcadores al inicio del estudio.

En un subestudio en el que se excluyé a los 7 pacientes que
recibian tratamiento inmunosupresor se observaron las mismas
diferencias en las PFR y los biomarcadores del AE y CAE iniciales.
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Figura 2. Valores de DLCO iniciales y durante el seguimiento. En A y B se muestra la variacion no ajustada del porcentaje teérico de la DLCO durante el seguimiento (cada
punto representa un paciente) de los pacientes con EPI y los sujetos de control, respectivamente. Los valores de DLCO fueron significativamente mas bajos al cabo de 4 afios
de seguimiento, en comparacién con los valores iniciales, en el grupo de EPI, con una disminucién media de un 11,1% (IC95%: —18,0 a —4,3; p<0,01) (A), y en el grupo de

control, con una disminucién media de un 5,5% (IC95%: —10,0 a —1,1; p=0,01) (B).
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Figura 3. Correlacién entre el pH del CAE y FeNO y las pruebas de funcién respiratoria. En la figura se representan las correlaciones que incluyen a todos los pacientes. Las
variaciones en los porcentajes de FVCy de DLCO se calcularon en relacién con los parametros iniciales (PFR a los 4 afios menos PFR iniciales). FeNO: fraccién exhalada de NO.

Datos del seguimiento

Un paciente del grupo control con un valor de pH de 8,09 en el
CAEydeunaFeNOde 14,5 ppbalinicio del estudio presenté durante
el seguimiento una EPI leve, diagnosticada mediante TACAR, y FVC
superior al 70% a los 45 meses de seguimiento, y posteriormente
HP-EPI identificada mediante CCD a los 47 meses. Durante el segui-
miento fallecieron 4 pacientes, 2 del grupo de EPl y 2 del grupo de
control, uno por HAP y otro por un ictus.

En las figuras 1 y 2 se muestran los valores de FVC y DLCO, res-
pectivamente, de los 2 grupos del estudio durante el periodo de
seguimiento.

Las correlaciones entre los biomarcadores del CAE y las PFR se
muestran en la figura 3. En el conjunto de todos los pacientes, los
valores disminuidos de pH se correlacionaron con valores disminui-
dos de DLCO al final del seguimiento de 4 afios (fig. 3A). Asimismo,
los valores disminuidos de FeNO se asociaron con menor FVC al
final del seguimiento (fig. 3B). Los valores disminuidos de FeNO al
inicio del estudio se asociaron con descensos de la FVC y la DLCO
a los 4 anos de seguimiento (fig. 3C y D). En los pacientes con EPI
se observo una correlacién negativa entre los valores elevados de
COe y los valores mas disminuidos de FVC al final del seguimiento
(r=-0,66; p=0,03). Ademas, se observé una tendencia hacia una
correlacion entre altas concentraciones de IL-6 y los valores mas
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Figura 4. Graficos de supervivencia de Kaplan-Meier que representan la supervivencia libre de progresion desde la recogida del CAE. El objetivo primario fue el siguiente: la
disminucién de la FVC inicial de al menos un 10% o la disminucién de la DLCO del 15% o muerte durante el seguimiento. A) En el grafico de supervivencia se muestra mejor
supervivencia libre de progresién en los pacientes con valores de pH en el CAE iguales o superiores a 7,88. B) En el grafico de supervivencia se muestra mayor supervivencia
libre de progresion en los pacientes con valores de FeNO iguales o superiores a 10,75 ppb.

disminuidos de DLCO al final del estudio en los pacientes con EPI
(r=-0,53; p=0,10). En el resto de los biomarcadores del CAE no
hubo asociaciones significativas.

Para cuantificar la precision de las predicciones de deterioro fun-
cional o muerte segtn los valores iniciales de cada biomarcador se
utilizaron curvas ROC. El area bajo la curva (AUC) del pH del CAE
fue de 0,65 (IC95%: 0,41 a 0,89; p=0,23) y el valor umbral de 7,88
fue establecido por el método del indice de Youden, con una sen-
sibilidad de 0,71 y una especificidad de 0,58. El AUC de la FeNO
fue de 0,81 (IC95%: 0,65 a 0,96; p=0,01) y se determiné un valor
umbral de 10,75 ppb, con una sensibilidad y una especificidad de
0,85y 0,77, respectivamente. Las curvas de Kaplan-Meier ilustran
la SLP en funcién de los anteriores valores de corte de pH y FeNO
(fig. 4). Un valor de pH en el CAE inferior a 7,88 se asocié a una
disminucién de los parametros de funcién pulmonar o a muerte
durante el seguimiento (log Rank: p=0,03). Un valor de FeNO infe-
rior a 10,75 ppb se relacion6 con peor SLP (log Rank: p<0,01). No se
observaron diferencias estadisticas en la supervivencia en relacién
con los valores iniciales de COe.

En el subestudio en el que fueron excluidos los pacientes que
recibian tratamiento inmunosupresor, el AUC para el pH del CAE
fue de 0,66 (IC95%: 0,44 a 0,88; p=0,18) al utilizar el mismo valor
umbral de 7,88, pero no hubo diferencias estadisticas en cuanto a
la SLP (log Rank: p=0,09). Respecto al FeNO, se obtuvo un AUC de
0,88 (IC95%: 0,74 a1,0; p=0,18), con un valor umbral de 10,25 ppb,
con una sensibilidad de 0,80 y una especificidad de 0,84. Ademas,
se identificé peor SLP en los pacientes cuyos valores de FeNO eran
inferiores a 10,25 ppb (log Rank: p<0,01).

Discusion

En los pacientes con ES estudiados, los valores bajos de pH en el
CAE o de FeNO se asociaron a peor SLP a lo largo de los 4 afios de
seguimiento. En los pacientes con EPI-ES, los valores altos de COe se
asociaron con un valor de FVC inicial menor, y también tras 4 afios
de seguimiento, aunque no se ha demostrado un valor prondstico.

En nuestro estudio, un tinico paciente del grupo de control, que
al inicio del estudio presentaba valores de pH en el CAE y de FeNO
elevados, desarroll6 EPI tras 45 meses de seguimiento. Esto es indi-
cativo de que los biomarcadores del CAE no predicen el desarrollo
de EPI-ES a largo plazo, pero desafortunadamente carecemos de
datos a corto plazo que nos permitan verificar estos resultados.

En algunos estudios anteriores se ha observado que los valores
de pH en el CAE pueden disminuir en el asma no controlada, en

las infecciones respiratorias en pacientes con bronquiectasias, en
la EPOC o en la fibrosis quistica?. Sin embargo, en enfermedades
pulmonares intersticiales se ha observado que los valores aumen-
tan en la fibrosis pulmonar?® y disminuyen en la asbestosis26. No
existen estudios al respecto en ES, sea como marcador de la enfer-
medad o del pronéstico. En este trabajo hemos observado que los
pacientes con opacidades en vidrio esmerilado en la TACAR mues-
tran valores bajos de pH en el CAE, lo que respalda la hipétesis
de que los biomarcadores del CAE podrian estar influenciados por
el tipo de inflamacién presente en el pulmoén. El papel pronéstico
del pH en el CAE no se pudo confirmar al examinar Ginicamente a
aquellos pacientes que no recibian tratamiento inmunosupresor,
lo cual se podria explicar por la exclusién de los pacientes con EPI
mas grave y por el pequefio tamafio de la poblacién analizada. Los
procesos inflamatorios activan diversos mecanismos que acidifi-
can las vias aéreas proximales, como consecuencia de un posible
mecanismo de defensa innato?’. Estos mecanismos consisten en:
una produccién y excrecién de iones superéxido y protones por
las células epiteliales respiratorias, asi como una inhibicién de la
actividad glutaminasa en dichas células y, finalmente, el recluta-
miento de macréfagos y neutréfilos, cuya lisis incrementa la acidez
del entorno?3. A pesar de que en la esclerodermia es caracteris-
tica la presencia de una infiltracion linfocitaria en los alvéolos, se
ha demostrado también una inflamacién de tipo neutrofilico en los
bronquios, de manera mas notable en los pacientes que presen-
tan fibrosis pulmonar!3. De hecho, la acidificacién producida por
el reclutamiento de neutréfilos podria explicar este componente
inflamatorio.

En cuanto a la IL-6, en un estudio transversal previo los valo-
res de esta citocina en el CAE se correlacionaron negativamente
con la TLC, DLCO y KCO en el momento de la evaluacién de la EPI°.
En la EPI-ES se han observado altas concentraciones de IL-6 en el
lavado broncoalveolar?®. Recientemente, las concentraciones séri-
cas elevadas de IL-6 se han relacionado con una reduccién en los
valores espirométricos o muerte durante el primer afio en pacien-
tes con EPI mas leve®. En este sentido, nosotros observamos una
tendencia hacia una asociacién entre concentraciones elevadas de
IL-6 en el CAE al inicio del estudio y las DLCO mas bajas al final del
seguimiento.

En el presente trabajo, los valores bajos de NO al inicio se corre-
lacionaron con la FVC inicial y con disminuciones de FVC y DLCO
al cabo de 4 afios de seguimiento. Este estudio es el primero que
demuestra el valor pronéstico de la FeNO en la EPI-ES, al obser-
varse una relacién entre los valores iniciales inferiores a 10,75 ppb
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y peor SLP. La FeNO representa la cantidad de NO exhalado, corres-
pondiente a la mezcla de la concentracién alveolar de NO exhalada
(CaNO) y del NO difundido a partir de la pared de la via aérea
(JawNO)3°. Con flujos superiores a 50ml/s, a diferencia del estu-
dio actual, la concentracién alveolar de NO predomina respecto a
la fraccién total, pero los flujos mas lentos representan la difusién
enlavia aérea®!. Moodley y Lalloo>? describieron valores mas altos
de NO en pacientes con ES sin fibrosis pulmonar al comparar con
pacientes con EPI-ES o sujetos control. Malerba et al.>> también
encontraron que los valores de FeNO eran mas bajos en pacientes
con EPI-ES que en los que no presentaban EPI. Otros autores han
comparado la FeNO en la ES y no han observado diferencias estadis-
ticas entre pacientes cony sin EPI, e incluso al compararlos frente a
sujetos sanos>*. De hecho, a pesar de no haber encontrado diferen-
cias estadisticas, nuestro trabajo y todos los estudios anteriores han
descrito que los valores de FeNO son mas bajos en pacientes con ES
y EPI que en los que no presentan esta complicacién pulmonar3432,

Pese a ello, en trabajos centrados en el andlisis de la CaNO
se han observado incrementos de este parametro en pacientes
con ES, en comparacién con sujetos sanos>°, y particularmente en
pacientes con ES y EPI'23, Los valores elevados de CaNO se han
asociado con una reduccién en la funcién pulmonar o la muerte,
con una especificidad del 90%'2.

En nuestro estudio, el flujo seleccionado podria haber afectado a
los resultados debido a la baja representacion del espacio alveolar.
Asimismo, no determinamos la CaNO, lo que impide la exploracién
de resultados divergentes en comparacién con la FeNO. Los valo-
res reducidos de FeNO se podrian explicar por una restricciéon en la
produccién de NO por parte de laNO sintetasa en las vias aéreas pro-
ximales, como consecuencia de su inhibicién por los altos valores
de CaNO, secundarios a la inflamacién pulmonar con incremento
de la produccién alveolar por parte de la NO sintetasa inducible.
Sin embargo, estos datos demuestran que los pacientes con ES y
valores bajos de FeNO presentaron peores resultados durante el
seguimiento, lo que podria indicar la presencia de una EPI mas
agresiva. Debido a que la FeNO y la CaNO representan diferentes
componentes de la respiracién, son necesarios otros estudios que
puedan dilucidar el papel fisiopatol6gico del NO en la EPI asociada
a ES.

Un resultado novedoso de este estudio es la correlacién entre
los valores mas altos de COe y la menor FVC al inicio del estu-
dio y tras 4 afos de seguimiento en pacientes con ES-EPI, a pesar
de que este hallazgo no ha demostrado ser un factor prondstico.
Es bien sabido que muchas enfermedades pulmonares inflamato-
rias cursan con niveles elevados de COe>’. Hasta donde alcanza
nuestro conocimiento, no existe ningin estudio en la escleroder-
mia, aunque algunos autores han apoyado la posibilidad de que
patologias que cursan con alteraciones microcirculatorias podrian
incrementar los niveles endégenos de CO'3-38, El hecho de que tni-
camente uno de los pacientes con EPI fuese fumador activo y que se
le recomendase no fumar permitiria descartar que el tabaco fuera
el responsable de esta relacién.

La principal limitacién del estudio fue el reducido tamafio mues-
tral, lo que no permitié efectuar un analisis multivariante. La
duracién de la afectaciéon pulmonar no fue homogénea, por lo
cual algunos biomarcadores inflamatorios se podrian haber infra-
estimado debido a la inclusién de pacientes con enfermedad en
estadios muy avanzados, en los que el estado de inflamacién
pulmonar es menor. Siete pacientes recibian tratamiento inmu-
nosupresor, lo que podria haber afectado a las concentraciones
iniciales de biomarcadores. No obstante, en el subestudio en el que
se excluyé a estos pacientes no se observaron diferencias sustan-
ciales, con la excepcién del rol pronéstico del pH en el CAE, que no
pudo demostrarse. La falta de mediciones estandarizadas de estos
biomarcadores podria constituir una limitacién, al igual que la no
repetitividad de las muestras de CAE en los estudios que incluyeron

a pacientes con EPI-ES. Finalmente, no se pudo conseguir la corre-
lacion entre los valores de FeNO y de CaNO por la falta de datos de
CaNO en los pacientes con ES.

La EPI es una de las primeras causas de muerte en la ES, lo que
explica los esfuerzos realizados para hallar herramientas de pro-
néstico indispensables para dilucidar el curso de esta enfermedad.
Este estudio es el primero que ha establecido el rol del pH en el
CAE, la FeNOYy el andlisis del COe como factores de prondstico en la
EPI asociada a ES. Son necesarios mas estudios que permitan con-
firmar nuestros resultados y aclarar la correlacion existente entre
los valores de FeNO y de CaNO en pacientes con esclerodermia. En
este sentido, los biomarcadores del AE o del CAE podrian ser rele-
vantes tanto para el seguimiento como para la identificacién de los
pacientes con EPI en la ES, con la ayuda de pruebas no invasivas.
Esto conducira a la identificacion de los pacientes con mayor riesgo
de deterioro y que precisan una estrecha supervision.
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