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INTRODUCCION

“So6lo comprendemos aquellas preguntas que podemos responder”

Friedrich Nietzsche
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1 INTRODUCCION

1.1 ASMA E INFLAMACION

1.1.1 Introduccioén

A pesar de los avances cientificos llevados a cabo en los ultimos afios
en el conocimiento del asma, esta enfermedad se considera aun hoy en dia
como un grupo heterogéneo o sindrome que auna diferentes fenotipos, con
manifestaciones clinicas similares y etiologias distintas. La definicibn mas
consensuada entorno a sus caracteristicas establece que es “una enfermedad
inflamatoria crénica de las vias respiratorias, en cuya patogenia intervienen
diversas células y mediadores de la inflamacién, condicionada en parte por
factores genéticos y que cursa con hiperrespuesta bronquial y una obstruccion
variable al flujo aéreo, total o parcialmente reversible, ya sea por la accion
medicamentosa o espontaneamente”. La identificacion de su componente
inflamatorio, como mecanismo patolégico comun, se debe, en buena medida, al
progreso que ha tenido lugar dentro de los métodos diagnésticos, y las técnicas
de estudio disponibles como la broncoscopia?, el andlisis del esputo inducido o
mas recientemente la blisqueda de biomarcadores?® tanto en sangre como en
muestras procedentes de la via aérea. A pesar de ello, y sin menoscabo de su
importancia como proceso patogénico, la relacion entre inflamacion y funcién
pulmonar no esta bien establecida como tampoco lo esta la asociacion entre la
intensidad de la misma y la gravedad de la enfermedad*®. Es por ello que
actualmente se acepta que existan otros factores, genéticos y/o ambientales
que influyan en su aparicion y desarrollo, y justifiquen la existencia de distintas

agrupaciones o fenotipos®’.
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El asma puede clasificarse en varios grupos o fenotipos segun distintos
criterios (Tabla 1). Su identificacion supone una herramienta mas en la

categorizacion de la enfermedad?®.

Tabla 1. Fenotipos del asma segun diferentes criterios de clasificacion.

Fenotipos del asma

Fenotipos clinicos o fisiopatoldgicos.

Asma grave.

Asma con exacerbaciones grave.
Asma refractaria al tratamiento.
Asma de inicio precoz.

Asma de inicio tardio.

Asma con limitacion fija al flujo aéreo.

Asma y obesidad.

Fenotipos definidos por los desencadenantes.

Asma alérgica.
Asma inducida por antiinflamatorios no esteroideos (AINE).
Asma inducida por menstruacion.

Asma inducida por ejercicio.

Fenotipos inflamatorios.

Eosinofilico.
Neutrofilico.

Paucigranulocitico.
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1.1.2 Heterogeneidad en el asma. Fenotipos inflamatorios

El asma es una enfermedad compleja y como tal, heterogénea. En los
altimos afos, han sido numerosos los intentos de clasificarla en distintas
categorias que agrupen a los enfermos que comparten caracteristicas
etiologicas, fisiopatoldgicas y clinicas, proporcionando grupos bien definidos
con similar prondstico y respuesta al tratamiento®. Para entender mejor los
diferentes grupos de pacientes, diversos trabajos han intentado definir los
posibles fenotipos (atributo o conjunto de atributos de una enfermedad
resultantes de la interaccion genes-entorno y capaces de establecer diferencias
entre los individuos que comparten esa enfermedad)!®. En la Tabla 1 se
recogen los diferentes fenotipos de asma segun distintos criterios de
clasificacién. Asi, en la revisién clasica de Wenzel'! se proponen tres
categorias de fenotipos dependiendo de: a) criterios clinicos o fisiopatoldgicos,
que dividen la enfermedad segun la gravedad, la edad de inicio, la tendencia
evolutiva de la obstruccion bronquial o las enfermedades asociadas; b) criterios
relacionados con los factores o estimulos desencadenantes como el asma
inducido por acido acetilsalicilico (AAS) y el ocupacional, y por ultimo; c) los
criterios definidos por factores patobioldgicos (inflamatorios). Aunque por lo
general los fenotipos son clinicamente relevantes, en términos de presentacion,
factores desencadenantes y respuesta al tratamiento, no necesariamente se
relacionan o explican los procesos patolégicos subyacentes; es por esto que
recientemente y con el fin de ordenar esta variabilidad, se ha propuesto el
término endotipo (subtipos de una enfermedad definidos patologica y
funcionalmente por mecanismos especificos). Mientras que las caracteristicas

fenotipicas representan observaciones de la dimension clinica del asma, la
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clasificacion del asma en endotipos establece diferencias entre los distintos
mecanismos capaces de producir la enfermedad. El enfoque por endotipos del
asma propone la utlizacion combinada de 7 parametros diferentes
(epidemiologia, clinica, biomarcadores, funcibn pulmonar, genética,
histopatologia y respuesta al tratamiento)®?, de manera que, para la
identificacion de un endotipo concreto, éste ha de cumplir expresamente al
menos 5 de aquellos admitiendo que un fenotipo puede manifestarse en mas
de un endotipo y un endotipo contener mas de un fenotipo®. Por tanto, una
clasificacion del asma, basada en endotipos, permitiria identificar un grupo
homogéneo de pacientes en los que sea posible desarrollar biomarcadores
definidos y estrategias terapéuticas especificas, de acuerdo con una
fisiopatologia determinada, lo que facilitaria la toma de decisiones en el
seguimiento y en el manejo de los tratamientos actualmente disponibles.

Desde un punto de vista de su origen inflamatorio, el asma podria
clasificarse en tres fenotipos'?, 1) eosinofilica, 2) neutrofilica y 3)
paucigranulocitica.

1) Asma eosindfilica.

El asma eosinofilica es, seguramente, el fenotipo mejor estudiado. En
sujetos que nunca han utilizado corticoesteroides, se define como la presencia
de > 2% de eosindfilos en el esputo inducido, mientras que, en aquellos que
han recibido tratamiento corticoideo, se utilizan umbrales de 2% al 4%. Se
puede encontrar tanto en casos de asma leve-moderada como en el asma
grave y se asocia a caracteristicas clinicas y patologicas diferentes a la
inflamacion no eosinofilica. En el asma grave, los hallazgos patoldgicos en el

lavado broncoalveolar (LBA) indican que entre la mitad y dos tercios de estos
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pacientes tienen eosinofilia persistente a pesar de recibir tratamiento con dosis
altas de esteroides inhalados y sistémicos. Esta persistencia de eosindfilos,
puede representar un subtipo de asma grave, caracterizado por sintomas mas
intensos, descenso mantenido del volumen de espiracion forzada en el primer
segundo (FEV1i) y mayor numero de exacerbaciones graves en comparacion
con las asmas graves sin eosinofilia persistente!3. La eosinofilia es mas
prevalente en la enfermedad de inicio tardio que en la de comienzo precoz,
incluso aunque se esté utilizando dosis similares de corticoides!*. En el asma
grave de comienzo precoz, el aumento en el numero de eosindfilos se asocia
con incremento del numero de linfocitos T y mastocitos, mientras que en el
asma eosinofilica de inicio tardio no hay evidencia clara de la participacion de
otras células, aparte de los eosindfilos. La enfermedad de comienzo tardio
cursa con mayores cantidades de cisteinil-leucotrienos (Cys-LTs), incluso en
casos en que el proceso se encuentra controlado. En pacientes con asma
grave e inflamacion eosinofilica otras similitudes, con independiencia de la
edad de comienzo de la enfermedad serian: a) la presencia de concentraciones
tisulares aumentadas de factor de crecimiento transformante beta (TGF(), en
especial TGFB2 y de la enzima 15-lipooxigenasa y su producto, el acido 15-
hidroxieicosatetranoico'>1%; b) el engrosamiento de la membrana basal
subepitelial. Ademas, se ha demostrado que en células tisulares y procedentes
del LBA el contenido de interleucina (IL) 4 o de IL-13 ARNm es menor en
pacientes con asma grave en comparacién con asmaticos leves, con
independencia de la edad de comienzo de la enfermedad o del numero de
eosindfilos. La alergia es algo mas frecuente en asmas graves de inicio precoz,

aunque en este grupo es menos probable la persistencia de eosinofilia tisular
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en comparacion con asmas graves de comienzo tardio. Por ultimo, cabe
destacar que el asma inducida por aspirina, que habitualmente se relaciona con
enfermedad no alérgica, suele cursar con intensa eosinofilia tisular?’.

2) Asma neutrofilica.

Para el diagnéstico de asma no eosinofilico se ha sugerido un nivel
menor de 1,9% de eosindfilos en el esputo en dos 0 mas determinaciones,
siempre que se excluyan otras alternativas (EPOC, bronquiectasias, fumadores
de > 20 afios/ paquete etc)!®. Se estima que un 25% de pacientes con asma
sintomética no tratada y hasta un 50% de pacientes con asma tratada con altas
dosis de corticoides inhalados tienen un niamero normal de eosindfilos en el
esputo. Histologicamente la inflamacién no eosinofilica se caracteriza por la
ausencia de eosinofilos en la submucosa, un numero menor de linfocitos CD3+,
macréfagos, y un grosor normal de la membrana basal subepitelial, en relacion
con la inflamacion eosinofilica. Desde el punto de vista clinico, es mas probable
que sean mujeres, con comienzo de los sintomas en edades medias de la vida
y sin atopia. Ademas, se ha descrito mas frecuentemente en asméaticos
fumadores, en pacientes con asma ocupacional, en el asma de atletas de élite
0 en pacientes obesos. Globalmente pesentan menor numero de
exacerbaciones en relaciéon al asma eosinofilica y pueden ser menos graves?.
La relacion del asma neutrofilica con un fenotipo concreto es menos clara. Se
han descrito factores externos que pueden estar relacionados con la
inflamacion neutrofilica como el tabaquismo, exposiciones ocupacionales a
irritantes e infecciones. Puede objetivarse mas comunmente en pacientes con
asma grave. También se ha descrito una asociacion de esta inflamacion con

aumentos en la IL-8, elastasa neutrofilica, y moléculas de alto peso molecular,
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metaloproteinasa de la matriz 9 (MMP-9). La activacion de estas enzimas
puede modificar la estructura de la via aérea'l. Este fenotipo se asocia con un
descenso del FEV1 y no se aprecia mayor hiperrespuesta bronquial, tras la
provocacion con metacolina'®. Los esteroides son menos efectivos que en la
inflamacion eosinofilica.

3) Asma paucigranulocitica.

En el asma paucigranulocitica podemos encontrar un nimero normal de
eosindfilos, neutrofilos y linfocitos en esputo. Este grupo puede incluir a
pacientes con asma bien controlada o intermitente o incluso pacientes
sintomaticos a pesar del uso de esteroides a altas dosis, sugiriendo la

contribucién de otros tipos de células o patologia®®.

1.1.3 Lainflamacion en el asma bronquial

La inflamacién aguda en el asma bronquial

La hipétesis més aceptada hoy en dia indica que el proceso inflamatorio
en el asma comienza con la presentacion y el procesamiento de los alérgenos
inhalados por las células presentadoras de antigeno (CPA) tales como células
dendriticas y macrofagos. Los antigenos presentados por estas células son
reconocidos por los linfocitos T que proliferan y se diferencian en linfocitos Tho.
Este tipo de linfocito, previamente sensibilizado y con memoria antigénica, es
capaz de sintetizar mediadores quimicos como las IL-4, IL-5, y IL-13%0, que
actuan sobre los linfocitos maduros del tipo “B”, para a su vez, sintetizar
inmunoglobulinas “E” (IgE). Estas moléculas se unen a los propios antigenos y
conjuntamente, a los receptores de alta afinidad de los mastocitos de las vias
aéreas. Una vez depositados sobre la membrana, la célula libera sus granulos

enzimaticos y proteicos (histamina, serotonina, Kinasas, etc.), que actuaran
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sobre los propios antigenos y sobre el endotelio vascular y el propio epitelio
bronquial, produciendo reacciones de exudacion y broncoconstriccion
defensivas. La participacion de los mastocitos no termina en esta reaccion
defensiva que se desarrolla en la luz bronquial, sino que se observan
respuestas tardias de infiltracibn mastocitica en las células musculares, que
contribuiran al posterior remodelado de la via aérea?'. El metabolismo activo en
la membrana de estas células produce una gran liberacion de leucotrienos,
sustancias proinflamatorias muy activas que se responsabilizan, conjuntamente
con la histamina y serotonina, de la respuesta inflamatoria aguda en el asma.
Ademas, los linfocitos Thz liberan otro potente mediador de informacion a
distancia, la IL-5. Esta sustancia es el mayor inductor de la sintesis,
maduracién, migracién y activacion de los eosindéfilos??, considerados como la
célula efectora mas potente y activa, responsable de la reaccién inflamatoria
tardia en el asma?3. La migracion e infiltracion eosinofilica en las vias aéreas
proporciona una liberacion de potentes sustancias vasoactivas y enzimaticas
que estas células sintetizan en su citoplasma y que producen dafio local,
contraen el masculo liso bronquial, y aumentan la permeabilidad vascular y la
produccion de moco. Entre las quimiocinas involucradas en los procesos de
reclutamiento de eosindfilos destacan: RANTES, eotaxina y las proteinas
quimiotacticas para monocitos (MCP-2, MCP-3 y MCP-4), todas las cuales se
unen a un receptor comun presente en los eosindfilos, el CC3. Los eosindfilos
activados expresan integrinas de superficie entre las que destacan la [3-
intregrina y la VLA-4, lo que permite su adhesion a los receptores endoteliales:
E-selectina, ICAM-1 y VCAM-1. En la expresion de estas moléculas de

adhesion endoteliales juegan un papel primordial la IL-1 y el factor de necrosis
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tumoral alfa (TNF-a), asi como la IL-4 e IL-13, todas producidas por los
linfocitos Thz en el entorno inflamatorio.

La infamacion en el asma crénica es mucho mas compleja que una
inflamacion béasicamente eosinofilica. En este proceso estan implicadas
numerosas estirpes celulares y diversos mecanismos interdependientes.
Podemos encontrar dos sistemas bien diferenciados: las células epiteliales, y el
infiltrado inflamatorio mixto subepitelial. Este dltimo integrado por: eosindfilos,
linfocitos, mastocitos, macréfagos, células dendriticas, neutrdéfilos, vy
fibroblastos. En este proceso intervienen también otros factores como la
inflamacion neurogénica y los productos derivados de la oxidacion como el
oxido nitrico (ON). EI ON es un transmisor intercelular, producido por las
células epiteliales y por el endotelio. Desempefia un papel clave como
vasodilatador, neurotransmisor y mediador proinflamatorio de las vias aéreas,
amplificando la respuesta inflamatoria en el asma bronquial®*.

La remodelacion de las vias aéreas

El segundo componente caracteristico de la inflamacion en el asma es el
denominado “remodelado bronquial”. Este hace referencia a una serie de
alteraciones estructurales patologicas que se desarrollan en la pared de las
vias respiratorias. Estas alteraciones incluyen: hiperplasia de células
caliciformes, aumento del niumero y tamafio de las glandulas mucosas, fibrosis
subepitelial, incremento de la cantidad de musculo liso relativo al tamafio de la
via respiratoria, angiogénesis y, en conjunto, aumento del grosor de la pared
bronquial y bronquiolar a expensas de todas sus capas. Los factores que dan
inicio o perpetuan este remodelado no estan claros. Tampoco lo esta, si la

remodelacion de las vias respiratorias es una respuesta normal a una lesion, o
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si por el contrario es una alteracibn en si misma, o si los procesos
responsables del desarrollo de la inflamacion crénica son distintos de los
responsables de la remodelacion. Es por ello que los ultimos afios el estudio de
su geénesis ha sido tema de investigacion intensa. En este sentido, la
asociacion inflamacion y remodelado ha sido una de las mas estudiadas. Por
una parte, la observacion de infiltracion mastocitica del musculo liso bronquial
de los asméticos ha originado el concepto de miositis en el asma por accion
inmediata de los mediadores liberados por los mastocitos sobre el muisculo?L.
Por otra parte, las células T CD4+ efectoras que coordinan la respuesta
inflamatoria, podrian intercambiar bidireccionalmente mensajes con las células
musculares lisas u otras células mesenquimales, mediante el establecimiento
de una sinapsis intercelular, a través de la cual, las células T comunicarian a
las células estructurales, instrucciones inductoras de morfogénesis que
favorecerian la remodelacion, mientras que las células estructurales influirian
sobre la funcién de las células T, estimulando la perpetuacion de la inflamacion
crénica®>?6, Otro enfoque diferente al estudio de los fenémenos de
remodelacion, analiza el papel que el epitelio bronquial puede desempefiar en
dirigir la proliferacion celular mesenquimal y el depdsito de matriz extracelular
en las estructuras conectivas subyacentes. La teoria de la unidad tréfica
epitelio-mesenquimal propone que la accibn de diversos factores
medioambientales impacta sobre el epitelio respiratorio y desencadena en
combinacion con factores genéticos de susceptibilidad, un proceso de lesion y
respuesta reparadora anormal, que da lugar conjuntamente a la inflamacion y
remodelacion de las vias respiratorias. Segun esta teoria, la remodelacion y la

propia inflamacién tendrian su origen en los mecanismos fisiologicos de
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reparacion programados en nuestras superficies de cubierta epitelial. Frente a
una lesion epitelial, el epitelio, su sustrato mesenquimal, y la barrera del
sistema inmunitario innato de la que el propio epitelio forma parte, activarian un
programa de alerta de invasion microbiana como interpretacion por defecto.
Este programa desarrollaria una respuesta consistente en la liberacion de
citocinas, factores de crecimiento, agentes quimiotécticos y otros mediadores,
lo que induciria el reclutamiento leucocitario y la inflamacion, e iniciaria el
proceso de reparacion mediante la proliferacion y diferenciacion de células
mesenquimales y depdsito de matriz extracelular. La remodelacion de las vias
respiratorias se originaria en una desregulacibn de este programa de
reparacion, como consecuencia de la interaccion entre factores genéticos de

susceptibilidad en ciertos individuos y factores ambientales.
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Figura 1. Mecanismos celulares y moleculares de la inflamacion en el asma
bronquial. Tomado de Papadopoulus et al. Research needs in allergy: an
EAACI position. Clinical and Translational Allergy 2012; 2:21.
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1.2 VALORACION DE LA INFLAMACION BRONQUIAL

MEDIANTE METODOS NO INVASIVOS

1.2.1 Introduccion

Los biomarcadores son signos fisicos o parametros de laboratorio que
pueden ser utilizados como indicadores de la presencia de procesos biologicos
o fisiopatologicos, o bien, como marcadores de respuesta a una intervencion
terapéutica, sea farmacolégica o no?’. Para que la determinaciéon de un cierto
marcador en asma, pueda ser aplicable en la practica diaria se ha sugerido que
éste deberia cumplir de forma ideal las siguientes condiciones®:

a) El marcador deberia ser liberado por células asociadas a la inflamacion
de las vias aéreas.

b) La medida debe ser sensible, especifica y repetitiva y a ser posible no
tiene que modificarse por el procedimiento de extraccién de la muestra.

c) La medida debe ser no invasiva, segura e instantanea.

d) No se debe liberar en otras enfermedades.

e) El marcador se libera durante las pruebas de broncoprovocacion en los
sujetos asmaticos.

f) Los niveles aumentan en los pacientes con asma cronica.

g) Los niveles se correlacionan con la gravedad de la enfermedad.

h) Los niveles disminuyen con un tratamiento antiinflamatorio eficaz.

i) ElI aumento del marcador deberia ocurrir preferentemente antes, que

después de la exacerbacion.
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En los ultimos afios se ha avanzado mucho en el estudio de la utilidad y
relevancia clinica de los biomarcadores en el asma?®-%. Entre las diferentes
moléculas que se han relacionado con la enfermedad destacan: el recuento de
células en esputo inducido, el oxido nitrico exhalado (ONe), el leucotrieno E4
en orina (ULTE4), los niveles de periostina, la proteina C reactiva (PCR), etc
(Tabla 2).

A continuacion presentamos un resumen de los que han tenido mayor

impacto en la literatura.
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Tabla 2. Biomarcadores en asma.

Biomarcador

Sangre

v' Eosinofilos.

v IgE.

v Periostina.

v Superoxido dismutasa.
v CD34+CD133.

Derivados de la via aérea

v' Esputo inducido:
o Fase solida o pellet:

= Proteina eosinofilica.
= Peroxidasa del eosindfilo.
o Fase liquida o sobrenadante:
= Proteasas.
= Eicosanoides:
¢ Cisteinil-leucotrienos.
e 8-isoprostano.
v Aire exhalado:
o Peroxido de hidrogeno.

o Metabolitos del &cido araquiddnico.
= Cilteinil-leucotrienos.
= 8-isoprostano.
o pH.
v Nariz electrénica:
o Compuestos organicos volatiles.

= Recuento diferencial de las células inflamatorias.
= Proteina catidnica del eosindfilo.

o Oxido nitrico exhalado y sus derivados.

Orina

v" Bromotirosina.
v" Leucotrieno 4.
v' F2 isoprostano.
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1.2.2

Biomarcadores no exhalados: proteinas séricas y metabolitos
urinarios

En el asma se puede observar una elevacion de eosinoéfilos en sangre,

esputo y mucosa respiratoria. Los eosinoéfilos segregan principalmente cuatro

sustancias: proteina catidnica eosinofilica (PCE), proteina X o neurotoxina

derivada del eosindfilo (PEX), proteina béasica y peroxidasa del eosinofilo

(PEO), cuya cuantificacion aporta mas informacion que el mero contaje de

eosindfilos, ya que nos indica la actividad de éstos. En varios trabajos se ha

confirmado que el nimero de eosindfilos en sangre y la concentracion de PCE

y PEo séricas y de PEX en suero y orina son mayores en los pacientes

asmaticos que en los pacientes sanos 3134,

a)

b)

Sin embargo, tienen una serie de limitaciones:

Son determinaciones caras y precisan personal experimentado en su
manejo y procesamiento.

Los resultados hasta ahora no han sido concluyentes, ya que en muchos
de estos trabajos nos encontramos con superposicion amplia de valores
entre sujetos sanos y asmaticos; tampoco nos permiten diferenciar entre
asma intrinseca y extrinseca ni entre los diferentes niveles de
gravedad. Se ha visto que la PCE es incapaz de predecir los cambios
funcionales inducidos por el tratamiento o la respuesta al mismo y su uso
en la monitorizacion de la enfermedad como guia para ajustar el
tratamiento no aporta nada con respecto al seguimiento convencional.
Ademas, se elevan en otros procesos alérgicos lo que limita su utilidad en

el diagnostico del asma3?-26,
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Actualmente se estan investigando nuevos biomarcadores como la
periostina. La periostina es una proteina glicosilada secretada por los
fibroblastos pulmonares, cuya presencia ha sido confirmada en varios tejidos y
patologias. Un estudio donde fueron incluidos pacientes asmaticos
sintomaticos y a quienes se les realizé broncoscopia, toma de esputo y
extraccion de sangre, demostré que los niveles de periostina eran
significativamente superiores en los pacientes que tenian mayor nimero de
eosindfilos en esputo. Este estudio concluyé que la periostina es un marcador
sistémico de la eosinofilia de la via aérea en pacientes asmaticos®:38,

Otro marcador alterado en la circulacién de los pacientes con asma es la
quimiocina CCL-17, liberada por las células dendriticas y células epiteliales
después del contacto con el alérgeno y envuelta en el reclutamiento de las
células Thz en el pulmén. Los niveles de CCL-17 se encuentran incrementados
en el esputo de pacientes asmaticos y también en el suero de nifios con asma;
por el contrario, estan bajos en sujetos tratados con corticosteroides3%4.

La proteina YKL-7 también esta incrementada en el suero de pacientes
adultos con asma y se correlaciona con los niveles de esputo y con varios
marcadores clinicos de severidad del asma*..

Finalmente, las células epiteliales en el asma liberan varias proteinasas
y quimiocinas inflamatorias, como la IL-6 y la IL-8, necesarias para la activacion
de la cascada de la inflamacién. Es posible que niveles de estas moléculas en
la circulacion puedan ser de ayuda para advertir una exacerbacion o incluso
indicar un subtipo de inflamacién particular en un paciente.

En orina se ha estudiado el uLTE4, un metabolito estable de los Cys-

LTs, considerado un biomarcador en el asma ya que es capaz de predecir la
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respuesta clinica al tratamiento con antileucotrienos en determinadas
poblaciones de pacientes asmaticos, no obstante el procesamiento de la
muestra es complejo, siendo necesarios mayor numero de estudios que avalen

su utilidad4243,

1.2.3 Esputo inducido. Recuento celular y metabolitos

El examen del esputo inducido tiene por finalidad la obtencion de células
inflamatorias procedentes del tracto respiratorio inferior*. En condiciones
normales las células predominantes son (en orden decreciente) macréfagos,
neutrdfilos, linfocitos y células epiteliales bronquiales. Los eosindfilos
representan menos del 3% de las células.

La induccion, coleccién, procesamiento y analisis del esputo se
encuentran estandarizados segun las recomendaciones de la European
Respiratory Society (ERS)*. Para su induccién se suelen emplear soluciones
salinas a distinta concentracion (desde 0.9% a 7%) y tras su procesamiento y
centrifugado se pueden obtener dos fases: una fase soélida o pellet, con las
células entrelazadas entre el moco, y la fase liquida o sobrenadante, sin
células. El estudio de mas utilidad en el esputo inducido es el recuento celular y
fundamentalmente el del contaje de eosindfilos. La presencia de eosindfilos en
el esputo se correlaciona con la aparicibn de los mismos en el aspirado
bronquial y en el LBA%. En 2002, Green y sus colaboradores demostraron que
al afadir el recuento de eosindfilos en el seguimiento del asma, sobretodo con
relacion al ajuste de tratamiento, la frecuencia y gravedad de las
exacerbaciones de estos pacientes disminuye de forma significativa®’. Esta
técnica se ha utilizado para identificar subpoblaciones de asméaticos como el

asma eosinofilico vs neutrofilico -menos propenso a responder a corticoides-*2.
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Sin embargo, en pacientes con asma moderada grave, la ausencia de
eosinofilia en esputo no siempre distingue entre pacientes que sufren asma no
eosinofilico y asmaticos cuya eosinofilia ha sido controlada por esteroides. Un
estudio reciente ha identificado a la PCE, a la proteina eosinofilica y a la PEo
en macrofagos cultivados que han consumido eosinéfilos apoptéticos. La
PCE/PEo positivas, ambas en macrofagos, estan incrementadas en el esputo
de pacientes con asma moderada severa tratada con esteroides inhalados, en
pacientes con bronquitis eosinofilica y en pacientes que sufren eosinofilia tras
la retirada de los corticoides. Por lo tanto, la proteina del eosindéfilo en el
macrofago del esputo, es un marcador indirecto de la eosinofilia de la via aérea
que puede identificar asméticos sometidos a tratamiento con esteroides*®. En
definitiva, el recuento de los eosindfilos y los neutréfilos en esputo son
considerados marcadores reproducibles y validados para medir la inflamacién
de la via aérea de estos pacientes y su niumero se relaciona con la severidad
de la enfermedad®°.-

En el liquido sobrenadante se pueden determinar sustancias producidas
por las mismas células (PCE, proteina mayor basica, interleucinas y
quimiocinas, etc.) asi como sus marcadores de activacién, no obstante su
validez y reproducibilidad no se ha establecido todavia. En el asma se han
observado incrementos de la MMP-9 tanto en el esputo, como en el LBA y en
las biopsias bronquiales®. Diferentes investigadores han observado un
desequilibrio entre la MMP-9 y el tejido inhibidor de las metaloproteasas
(TIMP), coincidiendo con un aumento de la gravedad del asma dependiente de
dicha relacién®2.- Los eicosanoides también estan envueltos en la fisiopatologia

del asma, y asi, en el esputo de pacientes que desarrollan esta enfermedad se
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aprecian incrementos de los Cys-LTs, que se correlacionan con la severidad
del asma, sin verse afectados por los corticosteroides®3. El 8-isoprostano es el
eicosanoide mas estudiado y sus niveles se han analizado en el esputo de
pacientes con asma y sujetos sanos, apreciandose un incremento de sus
valores en los asmaticos mas severos y en las exacerbaciones®*.

En resumen, la técnica del esputo inducido se encuentra bien
estandarizada®®>, demostrando que la cuantificacion del porcentaje de
eosindfilos es especifica ya que permite diferenciar entre asmaticos y controles
sanos o sujetos con otras enfermedades respiratorias, asi como entre asma
eosinofilico y neutrofilico*®. Su utilizaciéon supone una mejora en el manejo de la
enfermedad*’ y se relaciona con el control y la gravedad de la misma®%°%. No
obstante, se trata de un método costoso y complejo, que requiere tiempo,
personal entrenado, y de una infraestructura especifica, no siendo los
resultados siempre reproducibles por lo que hasta ahora se ha utilizado

fundamentalmente en investigacion y menos en la practica clinica.

1.2.4 Biomarcadores en el condensado de aire exhalado

El condensado de aire exhalado (CAE) representa un meétodo no
invasivo que permite medir una amplia variedad de moléculas volatiles y no
volatiles del tracto respiratorio, que pueden ser marcadores de inflamacion
Utiles para la monitorizacion y diagnostico de enfermedades respiratorias. En
los pacientes con asma, la inflamacién crénica implica un incremento en la
sintesis de productos de oxidacion capaces de producir dafios en estructuras
proteicas y lipidicas celulares (membranas, receptores...), y lesionar el tejido
pulmonar. Cuando este incremento en la produccion de moléculas reactivas

supera los mecanismos compensadores se produce el denominado estrés
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oxidativo. Con las muestras obtenidas mediante el CAE podemos evaluar
parametros indirectos del estrés oxidativo, como son el pH y los productos de la
peroxidacién lipidica (prostaglandinas, leucotrienos e isoprostanos) asi como
valores de citoquinas/quimocinas. También se pueden evaluar parametros
directos como moléculas reactivas del oxigeno (H202) y del nitrégeno
(NO2/NO3). Sin embargo, la mayoria de ellos muestran todavia baja
reproducibilidad.

Los biomarcadores méas estudiados en el CAE son los siguientes: el
perdxido de hidrégeno (H20:), el ON y sus derivados, los metabolitos del &cido
araquidénico (eicosanoides) y el pH%. En diferentes estudios de pacientes con
asma grave, se han observado incrementos del H:0. en el CAE,
correlacionandose con la gravedad de la enfermedad y la funcién pulmonar®”’.
En pacientes con asma alérgico no controlado, sin tratamiento previo con
esteroides, se ha demostrado una correlaciéon inversa entre el FEV1, la
concentracion de metacolina capaz de provocar un descenso del 20% en el
FEV1 (PC20) y el H:0- en el CAE. También se ha objetivado en pacientes con
similares caracteristicas, que la terapia antiinflamatoria con corticoides
inhalados reduce el H.0: en el CAE a la vez que aumenta el FEV1°,

Otros marcadores serian los Cys-LTs, sus niveles aumentan en el CAE
de pacientes asmaticos. Al igual que ocurre con el esputo, sus valores se
correlacionan con la severidad de la enfermedad®® y se reducen con la terapia
antiinflamatoria®. El 8-isoprostano es el prostanoide mas estudiado en el CAE,
ya que es estable, y se detecta tanto en pacientes asmaticos, como en sujetos
sanos. En el asma los niveles de 8-isoprostano se correlacionan con la

gravedad de la enfermedad, pero sus niveles no se inhiben completamente con
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el tratamiento corticoide, aun asi, puede ser un indicador potencial para medir
la inflamacion de las vias aéreas a pesar del tratamiento antiinflamatorio®?.
Datos recientes sugieren una relacion entre la concentracion del 8-isoprostano
en el CAE y la inflamacién de la via aérea pequeiia®?.

El pH es considerado el marcador mejor medido en el CAE, ya que esta
ampliamente validado y es un biomarcador reproducible, simple de medir y
barato. En un estudio realizado por Hunt y sus colaboradores® demostraron
que el pH del CAE fue significativamente mas bajo en pacientes con una crisis
asmatica que en pacientes con asma controlado, y que el pH del CAE se
normalizd al tratar la exacerbacion®. Sin embargo, no es un marcador
especifico de asma, ya que también se puede observar un pH disminuido en
pacientes con fibrosis quistica, EPOC, fumadores o en presencia de
infecciones.

Hasta la fecha no hay una estandarizacion completa de la recogida de
las muestras del CAE y de su posterior analisis, por lo que esto dificulta su

aplicabilidad en la préctica clinica habitual.

1.2.5 Nariz electrénica. Determinacién de compuestos organicos

volatiles

La nariz electronica es una tecnologia emergente no invasiva que
detecta los compuestos organicos volatiles (COV) en la fase gaseosa del aire
exhalado®. La tecnologia de la nariz electrénica se basa en una micromatriz de
nanosensores encargados de reconocer diferentes fracciones de mezclas de
sustancias con capacidad odoriferas, imitando de una manera simplificada el
principio del sistema olfativo de los mamiferos. A diferencia de otros sistemas,

no permite la identificacion de componentes individuales, sino de mezclas de
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componentes que se traducen en patrones de reconocimiento denominados
smell prints o lo que podria traducirse como huellas olfativas®. Los estudios
transversales con la nariz electrénica han demostrado poder discriminar entre
enfermedades respiratorias. Los pacientes con asma se pueden diferenciar de
los controles sanos y de los pacientes con EPOC con un nivel de precision de
un 80-100%°6. Los datos preliminares, usando sets de validacion externa de
pacientes con asma y EPOC estan empezando a ser Utiles y muestran datos
satisfactorios. Esto sugiere que la nariz electrénica puede tener un papel en el
diagnéstico diferencial de las enfermedades respiratorias. En el caso del asma,
ademdas de ser util para el diagndstico, podria facilitar la identificacion de
diferentes patrones de COV que discriminen de forma rapida y sencilla los
distintos fenotipos inflamatorios celulares que existen en ésta, permitiendo un
manejo terapéutico mas optimo. No obstante, se necesitan mas estudios que
permitan determinar los patrones de COV mas especificos de cada
enfermedad.

La nariz electronica presenta algunas ventajas respecto a otras técnicas
como la cromatografia de gases o la espectrometria de masas, ya que se trata
de un sistema técnicamente méas sencillo, de un tamafio menor y que permite la
obtencién de resultados en tiempo real. Sin embargo, también presenta sus
limitaciones, algunas de caracter metodolégico, como la contaminacion
ambiental de ciertos componentes organicos volatiles en la habitacion en la que
se realiza la recogida de muestras, la interferencia de algunos alimentos y
bebidas, respiracion a volumen corriente 0 minuto, y otros dependientes del
dispositivo. Ademas dado el escaso estado de desarrollo de esta tecnologia en

el campo médico, quedan por definir claramente los patrones de componentes
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organicos volatiles asociados a cada patologia, siendo necesarios consensos

y/o recomendaciones metodoldgicas®’.

1.2.6 Oxido nitrico exhalado

La medicién de gases en aire exhalado es una forma no invasiva de
evaluar la inflamacion. En este sentido, el ON es el gas mejor caracterizado®®,
Desde que Gustafsson et al®® mostrara su presencia en aire espirado en
animales, diversos estudios han sefialado que la fraccién espirada del ON esta
aumentada en asmaticos frente a controles’®74, disminuida en pacientes
tratados con esteroides inhalados™ "’ y que se asocia estrechamente con la
inflamacion eosinofilica’7°. Ademas, han sido numerosos los trabajos que han
demostrado su utilidad en el diagnostico, seguimiento, valoracién del
tratamiento y caracterizacion fenotipica de la enfermedad. Las directrices de la
ERS y de la American Thoracic Society (ATS) coinciden en que los dos
factores principales que influyen en la metodologia de su medicidon son: la
posibilidad de contaminacion por aire ambiental o nasal y la variabilidad
originada por los distintos sistemas y flujos del aire exhalado utilizados®°8!, Es
por ello que se han publicado un nimero muy elevado de trabajos, asi como
recomendaciones por parte de la ERS y ATS, para consensuar y estandarizar
el procedimiento para su determinacion8%82-84,

La Tabla 3 muestra las ventajas e inconvenientes de los distintos

biomarcadores.
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Tabla 3. Ventajas y desventajas de las técnicas no invasivas que miden los biomarcadores de inflamacién en el asma.

Condensado aire

sujetos a dilucién.

No es posible repetir en un
periodo corto de tiempo.

Se precisa experiencia y
pericia por un especialista.
Se necesita medicacion de
rescate al realizar la
técnica.

Contraindicada en asma
persistente severo,
trastornos cardiovasculares
activos.

deteccion no son
totalmente
reproducibles.

Caro y alto consumo de
tiempo en el
procedimiento.
Marcadores solubles
sujetos a dilucion.
Se precisa de
laboratorio
especializado.

no se ha completado
todavia.

La tecnologia de los
sensores estd aun en
desarrollo.

Esputo inducido Nariz electrénica ONe
exhalado
Ventajas Medicion de mdltiples No invasivo. ¢ No invasivo. e No invasivo.
biomarcadores. Medicion de mudltiples | ¢ Portatil. e Reproducible.
Recuento celular diferencial biomarcadores. e Casi en tiempo real. e Medicion barata.
en citospin reproducible. Permite medidas e Alta dimensiéon de la |e Resultados directos.
Herramienta valida para el seriadas. sefal del biomarcador. | ¢ Permite medidas
diagnostico o evaluacién de Potente herramienta e Permite medidas seriadas.
la terapia antiinflamatoria. para el diagnéstico y seriadas. e Herramienta para el
evaluacion de terapia e Potente herramienta diagnéstico y
antiinflamatoria. para el diagndstico y evaluacion de la terapia
evaluacion de terapia antiinflamatoria en el
antiinflamatoria. asma.
Desventajas Marcadores solubles Los ensayos de e La validacibn externa | e Equipo caro.

Diversos factores de
confusion.
Se precisa de un

muestreo  longitudinal
dentro de un mismo
paciente para tener

mas informacion que la
que aporta una sola
determinacion.
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1.3 OXIDO NITRICO Y ASMA

1.3.1 Introduccion

El descubrimiento del ON como molécula fisiol6gica en el organismo se
remonta al siglo XIX como resultado de estudios de fisiologia orientados a
conocer la regulacion de la presion sanguinea. En este contexto se identificd un
“factor relajante del endotelio” producido por las células y que participa en el
mantenimiento del tono muscular de los vasos. Afios después se demostro que
este factor es el ON y se identific6 el modo en que las células lo sintetizan a
partir del aminoacido L-arginina. A partir de este momento, el interés por el ON
crecié de modo exponencial con multiples publicaciones sobre sus funciones
fisiolégicas y utilidades terapéuticas asi como el reconocimiento cientifico a sus
descubridores. En 1991 se midié por primera vez en aire exhalado tanto en
animales como en sujetos sanos®. En 1992 fue denominado “molécula del
afo” por la prestigiosa revista Science tras demostrarse su existencia en la
circulacion sistémica y pulmonar comprobandose que era el “factor relajante del
endotelio® y en 1998 se concedié el Premio Nobel de Medicina a tres de los
cuatro investigadores que descubrieron su papel en las enfermedades
cardiovasculares.
1.3.2 Fisiologia del 6xido nitrico

El ON es un gas incoloro, lipofilico, de vida media muy corta en solucion
(<1s) pero estable en la formacion de complejos biologicos. Se produce de
forma enddgena por gran variedad de células y posee la capacidad para
difundir facil y rapidamente a través de membranas bioldgicas e interaccionar
con moléculas intracelulares, sin necesidad de receptores de ON extracelulares

o trasportadores de membrana2:8’,
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Es una molécula formada por dos atomos, oxigeno (O) y nitrégeno (N)
que se aparean para formar ON y que presenta un electron no apareado,
caracteristica que le confiere propiedades de radical libre pudiendo reaccionar
avidamente con otras moléculas como oxigeno, radicales superéxido (O2) y
metales de transicion. Al perder su electrbn no apareado y formar catidon
nitrosilo (ON*) el orden de enlace de la molécula aumenta y le confiere mayor
facilidad para su oxidacién, caracteristica de gran importancia para sus
funciones biolégicas®. Entre estas funciones destacan: agregacion plaquetaria,
regulacién del flujo sanguineo, neurotransmision no-adrenérgica no-colinérgica,
y mecanismos de defensa citotoxicos y citostaticos contra tumores y gérmenes.
Estad presente en casi todos los dérganos y es producido en el aparato
respiratorio, donde juega un papel importante en su biologia, estando implicado
en la fisiopatologia de varias enfermedades pulmonares. A nivel del aparato
respiratorio el ON regula el tono del musculo liso y los vasos sanguineos de la
via aérea y es un inhibidor de componentes de la cascada inflamatoria,
incluyendo la activacion leucocitaria, su movilidad y adhesion.

La sintesis de ON se produce en una reaccion de oxidacion-reduccion a
partir del aminoacido L-arginina mediante la accion del enzima ON-sintasa
(ONS) -Figura 2-. Para esta reaccion, la enzima ONS requiere, ademés del
sustrato de L- arginina, la presencia de calmodulina, grupo Hemo y de 4
cofactores: mononucleétido de flavina (MNF), dinucleétido de flavin adenina
(FAD), tetrahidrobiopterina (H4B) y dinucleotido fosfato de nicotinamida adenina
(NADPH)#°.

La L-arginina es trasportada al interior de la célula endotelial por un

trasportador especifico y mediante la ONS se sintetiza L-citrulina y una
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molécula de ON, en una reaccién que se produce en dos procesos de mono
oxigenacion. La produccion de ON puede ser atenuada por inhibidores de la
ONS derivados de la L-arginina®.

La estructura molecular de la ONS se compone de dos cadenas
idénticas de aminocidos, dimeros, formados por un dominio carboxi-terminal
que es homalogo al citocromo P450 y que contiene la zona de reconocimiento
NADPH, FAD y FMN y un dominio amino-terminal de posicion planar, esencial
para la actividad de la ONS y que contiene el grupo Hemo, la H4B y la zona de
reconocimiento de la L-arginina.

Se han identificado tres isoformas de la ONS, dos constitutivas (ONSc) y
una forma inducible (ONSIi)®9192 |as isoformas constitutivas son la ONS
neuronal (ONSn), que se expresa predominantemente en las neuronas, y la
ONS endotelial (ONSe), que se expresa fundamentalmente en el endotelio.
Ambas son citosolicas y dependientes de calcio (Ca), producen pequefias
cantidades (fisioloégicas) de ON en respuesta a agonistas que aumentan el
calcio intracelular (Ca?*). Ante un aumento de Ca?* se unen a un tercer dominio
afin a la calmodulina (CAM), proteina de bajo peso molecular que actia como
quelante del Ca?* y activador molecular enzimatico .

La ONSiI o tipo 2 es calcio independiente y no se encuentra en todas las
células de forma fisiol6gica. Su activacion permite la sintesis de hasta mil veces
mas de ON que las enzimas constitutivas, y cumple funciones citotoxicas,
citostaticas y citoprotectoras. Se encuentra en diferentes células como los
hepatocitos y el masculo liso, pero sobre todo esta presente en las células del
tracto respiratorio (eosindfilos, neutréfilos, macrofagos, fibroblastos, células

epiteliales y endoteliales). Su expresion en estas células puede ser inducida
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como respuesta a estimulos inmunolégicos, por citocinas inflamatorias o por
productos bacterianos, considerandose un marcador de inflamacion y de
citotoxicidad. La ONSi es bloqueada por los corticoides, que no afectan a las
isoformas constitutivas®.

Alternativamente a la via de la ONS, la L-arginina pude ser metabolizada
por la arginasa (arginasa | y Il) la cual cataliza la sintesis de poliaminas y L-
prolina, mediante la conversion de L-arginina en L-ornitina. Finalmente, la
dimetilarginina asimétrica (ADMA), un potente inhibidor de la formacion de ON
por la via de la arginina y ONS, reduce la disponibilidad intracelular de L-
arginina. ADMA inhibe competitivamente la ONS mediante el desplazamiento
de la arginina de ella, de modo que ADMA elevada resulta en un
desacoplamiento de la ONS, la reduccion de la sintesis de ON y aumento de la

produccién de Oz y peroxinitrito (ONOO")?422,
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Oxigeno H20

L-arginina |:> |:> L-citrulina
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Efectos intracelulares

Efectos en células adyacentes > ON

Efectos en sitios lejanos
/

Figura 2. Sintesis de 6xido nitrico (ON).



1.3.3 Caracteristicas bioldgicas y moleculares del éxido nitrico
Hay algunos aspectos bioquimicos, moleculares, celulares, anatémicos y
genéticos del ON que son relevantes en la interpretacion de las mediciones:
a) Origen celular del ON.

Las células epiteliales de las vias aéreas, pueden expresar todas las
isoformas de la ONS y por tanto contribuyen al ON de las vias respiratorias
inferiores. Ademas, en las enfermedades inflamatorias como el asma, el
incremento de ONe puede reflejar la induccién de la ONSi por las citocinas
proinflamatorias, y ésta puede expresarse también en otros tipos de células
(macro6fagos, eosindfilos y otras células inflamatorias)®.

b) Localizacién anatomica de la sintesis de ON.

Las vias aéreas superiores (cavidad nasal y senos) producen gran
cantidad de ON observandose la maxima concentracion en los senos
paranasales (3.000 ppb), muy superior al espirado por la boca. El tracto
inferior también contribuye en forma sustancial al ONe. En pacientes
asmaticos se ha observado mediante la realizacibn de broncoscopias
flexibles un aumento del ON en la trdquea y en los bronquios principales
similar al registrado en la boca, lo que indica que los niveles elevados en el
asma proceden de las vias aéreas inferiores.

c) Papel biolégico del ON exhalado.

Las concentraciones de ON en el aire espirado son demasiado bajas
para ser de relevancia fisiolégica, dada la exposicion continua a la
hemoglobina sanguinea capilar que se une al ON y lo inactiva. Sin
embargo, la activacion de la ONS no produce Unicamente ON sino también

una variedad de Oxidos de nitrégeno tales como nitratos, nitritos, y
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peroxinitritos que dependiendo de las concentraciones y la situacion oxido-
reductora ambiental pueden ser citoprotectores o citotoxicos. También se
forman S-nitrosotioles (SNOs), que se almacenan y pueden realizar algunas
de las actividades biologicas del ON tales como broncodilatacion, motilidad
ciliar, efectos antimicrobianos y efectos de hidratacién de las vias aéreas.

d) En los pulmones el ON enddgeno tiene las siguientes funciones:

- Broncodilatador leve.

- Vasodilatador potente.

- Neurotransmisor del sistema no adrenérgico no colinérgico
(NANC), regulando la broncoconstriccion colinérgica.

- Antimicrobiano (accién citostatica y bactericida).

- Modulador de la diferenciacion celular: Concentraciones altas de
ON favorecen la inhibicion de la diferenciacion de las células
CD4+ T helper en Thi (productoras de IL-2 e interferén-y) y el
aumento de Th2 (secretoras de IL-4 e IL-5 que favorecen la
produccion de IgE, adhesiéon y acimulo de eosindfilos). Asi pues,
el incremento local de ON favorece la existencia de un patrén
celular y de mediadores de inflamacion similar al encontrado en
asmaticos, tanto atdpicos como no atépicos.

- Amplificador de la inflamacién de la via aérea: el ON favorece el
aumento del edema, la exudacion plasmética y el despegamiento
epitelial bronquial.

e) Genética de la via de sintesis del ON en el asma.
Hay evidencias de que la ONSn esta involucrado en la genética del

asma. El gen de la ONSn esta localizado en el cromosoma 12. Variantes
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dentro de este gen parece que estan asociadas a una mayor frecuencia de
asma y a unos niveles mas elevados de ONe. Estos datos sugieren que la
variabilidad del ONe puede ser explicada parcialmente por una

predisposicion genética®’.

L-arginina
ONS ﬂ

Tioles
— e
NADPH-1
oxidasa
SOD
— )

Figura 3. Metabolismo del 6xido nitrico (ON).
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1.3.4 Oxido nitrico e inflamacion en el asma

La aplicacion que la medicion del ONe pueda tener en la practica clinica
se basa en su capacidad para reflejar la inflamacion bronquial subyacente, y de
forma mas concreta, la inflamacion eosinofilica.

La relacién entre los niveles de ONe y la inflamacién subyacente es
compleja. En los pacientes asmaticos, con 0 sin atopia, existe una
sobrerregulacion de la ONSi en el epitelio bronquial que se correlaciona con los
niveles de ONe, disminuyendo los valores de ONSi en pacientes tratados con
corticoides®-%°, El aumento de la expresion de la ONSi en el epitelio de la via
aérea esta regulado por un sistema alternativo no dependiente del factor
nuclear potenciador de las cadenas ligeras Kappa de las células B activadas
(NF-KB), mediado por citocinas inflamatorias producidas por los linfocitos Th2.
Estas citocinas son las responsables, mediante factores de transcripcion, de
estimular la expresion de la ONSi epitelial en la repuesta inflamatoria del
asma'®, También, se han descrito la presencia de polimorfismos del gen de la
ONSi asociados a una mayor gravedad de la enfermedad, mayor eosinofilia
sanguinea y elevacion de los niveles de ON circulante y de ONe0%192  Otros
factores que influyen en la formacién de ON dependen de su sustrato, la L-
argininat03.104,

El uso del ONe se ha generalizado después de que algunos estudios
hubieran mostrado una correlacién significativa entre sus niveles y el recuento
de eosindfilos en diferentes localizaciones (Tabla 4).

En este sentido, la biopsia bronquial ha permitido mostrar la utilidad del
ONe para predecir la persistencia de eosinofilia en asma severa refractaria al

tratamiento. Segun un trabajo de Silkoff'%°, valores de ONe superiores a 73 ppb
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presentan una sensibilidad (S) y especificidad (E) de 1 para identificar
eosinofilia persistente en la mucosa bronquial®. Existen también mdltiples
trabajos que correlacionan la eosinofilia del LBA y la determinacion del ONe, y
lo hacen con valores superiores a los obtenidos con el esputo inducido,
sobretodo después del tratamiento corticoideo!%:1%7, Incluso se ha objetivado la
no correlacion entre la eosinofilia del LBA y la presencia de infiltracibn mucosa,
indicando que el LBA y la biopsia bronquial reflejan la inflamacién de diferentes
compartimentos!©,

Los estudios que han evaluado el ONe como marcador de inflamacion
en el asma, en comparacion con el esputo inducido, también han mostrado
buena correlacion entre las dos determinaciones, sobretodo en pacientes con
asma estable y sin tratamiento corticoideo’®. Se ha comprobado como los
pacientes que tuvieron una exacerbacion leve ante la reduccién del tratamiento
corticoide presentaron un aumento de eosinofilos en el esputo inducido y del
ONe que se correlacionaba con el cambio en el FEV1 y el aumento del
tratamiento de rescate broncodilatador®°.

El estudio mas ambicioso, que incluyé a 566 asméaticos de gravedad
variable, concluyd que en pacientes no fumadores, una concentracién de ONe
> 36 ppb (medida por quimioluminiscencia a un flujo de 50 ml/s) tiene una S del
78% y una E del 72% para identificar un recuento de eosindéfilos > 3% en
esputo (no se identificaron factores confusores clinicamente relevantes)®. Por
otra parte, Shaw et al demostraron que niveles de ONe < 26 ppb tenian un
valor predictivo negativo (VPN) del 85% para identificar un recuento de
eosinodfilos en esputo < 3%, remarcando la utilidad del ON para descartar

inflamacion eosinofilicall,
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Al mismo tiempo se ha demostrado en diferentes estudios en adultos y
nifios, una correlacion positiva entre la eosinofilia en sangre periférica y los
valores elevados de ONe tanto en pacientes con asma como en individuos con
atopia''t!'2, Por otra parte, los andlisis de cluster han identificado diferentes
fenotipos de asma con niveles elevados de ONe, incluyendo el asma atdpico
de inicio temprano y de predominio de inflamacion eosinofilica; con niveles
bajos de ONe como el asma no eosinofilica en pacientes obesos o asma de
inicio tardio®*3.

La relacion entre ONe y eosinofilia persiste independientemente de cual
sea el diagnoéstico clinico (EPOC, bronquitis eosinofilica, rinitis alérgica)
107114115 Sin embargo, existe controversia acerca de si esta correlacion se
mantiene en pacientes con asma dependiente de corticoides. Nair et all®,
observaron que el tratamiento con mepolizumab normalizaba el recuento de
eosindfilos en asméticos graves tratados con prednisona, pero no los niveles
de ONe!'®, mientras otras publicaciones contradicen estos datos!'’.

El estudio EXTRA evalué en pacientes con asma grave extrinseco el
papel de tres biomarcadores implicados en la respuesta inflamatoria Th2 (ONe,
eosinofilia sanguinea y periostina sérica), e identificaron como después de 48
semanas de tratamiento con omalizumab, los pacientes con niveles bajos en
los biomarcadores presentaron menor nimero de exacerbaciones con respecto

a aquellos con niveles elevados!!®,

54



Tabla 4. Correlacion entre la fraccion de Oxido nitrico en aire espirado y

eosinofilia.

Muestra

Correlacion Significacion

Warke et all1®

Lex et all08

Payne et al'’

Lim et all0®
Mattes et alt?°
Jatakanon et al”®
Jones et al*?!
Berry et all%?
Schelich et al??

Strunk et al'23

Lavado
broncoalveolar
Lavado
broncoalveolar
Biopsia bronquial
Biopsia bronquial
Esputo inducido
Esputo inducido
Esputo inducido
Esputo inducido
Esputo inducido

Sangre

0,78

0,54

0,54
0,14
0,35
0,48
0,62
0,59
0,54

0,51

P< 0,001

P=0,001

P=0,03

P=NS
P=0,09
P=0,003
P< 0,001
P<0,001
P<0,001

P<0,001
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1.3.5 Utilidad clinica de la determinacién de 6xido nitrico exhalado

La ATS, establece una serie de recomendaciones sobre las aplicaciones
clinicas de la medicion del ONe, catalogadas segun el grado de recomendacién
y el nivel de evidencia existente®4. Estas recomendaciones se detallan en la

Tabla 5.
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Tabla 5. Recomendaciones de la American Thoracic Society para el uso clinico
de la medicion de la fraccion de 6xido nitrico exhalado en aire espirado.

L Grado de Nivel de

Aplicacion - . .
recomendacion evidencia
Diagnostico de inflamacion eosinofilica. Fuerte Moderado

Estimacion de la probabilidad de respuesta
a esteroides en pacientes con sintomas Fuerte Bajo
respiratorios cronicos.

Soporte objetivo del diagnéstico de asma.

Débil Moderado
Valores bajos de ONe predicen ausencia
de eosinofilia y respuesta a corticoides. Fuerte Moderado
Valores altos de ONe predicen eosinofilia :
. Fuerte Bajo
y respuesta a corticoides.
Se recomienda monitorizar el ONe en :
” Fuerte Bajo
asmaticos.

Se considera un aumento significativo del
ONe el 20% en pacientes con valores altos Débil Bajo
y el 10% en pacientes con valores bajos.

Se considera un descenso significativo del
ONe el 20%en pacientes con valores altos
y el 10% en pacientes con valores bajos y Débil Bajo
se interpreta como respuesta al
tratamiento.
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a) Diagndstico de asma.

Hasta la fecha, se han publicado diversos trabajos que analizan la
utilidad de la medicion del ONe como test diagnostico de asma, pero las
poblaciones que incluyen estos estudios son heterogéneas (adultos
seleccionados por sintomas sugestivos de la enfermedad, adultos con tos
cronica, adultos no seleccionados con sintomas respiratorios, etc.), el
namero de participantes en los estudios es variable y los dispositivos
empleados son diferentes. En estas condiciones, hasta el momento los
resultados en cuanto a S, E y area bajo la curva son dispares y poco

valorables (Tabla 6).
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Tabla 6. Utilidad diagnostica de la fraccion de éxido nitrico en aire espirado.

Punto

Poblacién de  Sensibilidad Especificidad ggg
corte
Deykin et Asmaticos y 0 0
o124 poblacién 31 ppb 72,2% 70,6% 0,84
general
Sospecha
125 0, 0,
Dupon et al de asma 16 ppb 85% 80% 0,83
Fortuna et Sospecha
41126 de asma 20 ppb 77% 64% 0,80
Berkman et Sospecha
21127 de asma 7 ppb 82% 89% 0,89
Smith et Sospecha
41128 de asma 20 ppb 88% 70% 0,86
Kowal et al'?®  Tos crénica 40 ppb 88,3% 82,6% 0,89
Saito et alt%0 Sdc()esggr(:;a 38 ppb 81,8% 85,7% 0,85
Leon et alt3t . S'”torf‘?‘s 41 ppb 0,77
inespecificos
Pedrosa et Sospecha
4132 de asma 40 ppb 74% 72% 0,76
Cordeiro et Pacientes 0 0
altss atopicos 27 ppb 78% 92%
Asmaticos y
Matsurllgga et poblacion 22 ppb 91% 84%
al general
Schneidertss ~ Sospecha 5y 49% 75% 0,65
de asma
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A pesar de todo ello, la Sociedad Espafiola de Neumologia y Cirugia
toracica (SEPAR), en su documento de consenso sobre asma?!®®, decidio
en su pendltima edicién, incorporar el ONe al algoritmo diagnostico de
asma y en su reciente actualizaciéon ha situado el punto de corte en 50
ppb!. A su vez, la guia de la ATS especifica que se puede presumir una
inflamacion eosinofilica (y, por tanto, una respuesta a los esteroides) con
valores de ONe > 50 ppb en adultos y > 35 ppb en nifios. El valor predictivo
de estos puntos de corte es superior al de las medidas convencionales
como la variabilidad del flujo pico o la espirometrial?®, y similar a la del test
de provocacion bronquial'?’. Asi pues un paciente sintomatico con valores
claramente elevados no plantearia dudas sobre el diagnéstico de asma,
pero valores normales no descartarian la enfermedad, especialmente en
fumadores o en sujetos ya tratados. En general se acepta que en pacientes
con sintomas sugestivos de asma el ON es un parametro mas en el
proceso diagndstico, pero carece de robustez como marcador diagndstico
aislado.

b) Ayuda en la caracterizacion de la enfermedad.

Existen datos que apoyan el papel del ONe en la identificacion de los
diferentes fenotipos inflamatorios de asma (con predominio eosinofilico o
neutrofilico)*?. Hay varios estudios en pacientes con asma que examinan la
relacion entre ONe e inflamacién bronquial medida directamente por esputo
inducido, lavado broncoalveolar, y biopsia endobronquial, y sugieren que el

aumento de la ONe reflejaria la inflamacion eosinofilica de la via

aé rea23,47,105,109,119,120_
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La identificacion de fenotipos clinicos en el asma tiene un particular
interés en los casos de control dificil. En estos pacientes existe doble riesgo
de infra 0 sobre tratamiento, por lo que resultaria muy util disponer de una
prueba sencilla que permitiese predecir en qué casos aumentar la
medicacion con el fin de reducir la sintomatologia. En una muestra de 242
pacientes; 48 de ellos con asma grave y 194 con asma no grave,
procedentes del estudio SARP (Severe Asthma Research Program), los
niveles de ONe no permitieron identificar los casos mas graves, pero dentro
de éstos sus niveles eran significativamente mayores (aproximadamente el
doble) en los casos con un recuento de eosindfilos > 2%*%7. Si el ONe se
relaciona con la inflamacion eosinofilica en el asma de control dificil y
niveles elevados son mas proclives a responder a corticoides sistémicos,
podriamos deducir que el principal papel del 6xido nitrico en el asma podria
radicar en su potencial capacidad de identificar la respuesta a los
esteroides y la cumplimentacién terapéutica.

c) Monitorizacién del tratamiento.
a. Utilidad de la medicibn de ONe como guia para ajustar el
tratamiento.

Teniendo en cuenta las limitaciones que se derivan de
apoyar el concepto de control en parametros basicamente
subjetivos (como el Asthma control test -ACT- y el Asthma control
questionaire -ACQ-), o bien, poco sensibles a pesar de su
objetividad (FEV1), se ha propuesto la medicion del ONe como
herramienta util para adoptar decisiones terapéuticas en la

practica clinica habitual. Diversos ensayos clinicos han evaluado
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el papel del ON en la monitorizacion del tratamiento corticoideo
sin mostrar beneficios relevantes!'®138-1490 Una revisiéon de la
Cochrane del 2009'#* que compardé la eficacia de las
intervenciones basadas en el 6xido nitrico espirado con la de los
sintomas clinicos del asma (con o sin espirometria) tampoco
obtuvo los resultados esperables; el estudio concluy6é que, en el
momento actual, ajustar la dosis de corticoides inhalados de
acuerdo con los niveles de ONe - en comparacion con los
sintomas de asma - sélo logra beneficios modestos y supone un
aumento de la dosis de medicacion en nifios #1. No obstante,
esta revision esta limitada a seis estudios con un total de 1010
participantes que completaron los ensayos y aunque los trabajos
comparten algunos aspectos comunes, tienen también diferencias
significativas que limitan su valor; en particular, la definicion de la
exacerbacion del asma, la diferencia del punto de corte para el
ONe, la estrategia de control y los pasos para adaptar los
farmacos. Una revisidbn posterior concluye que la falta de
resultados obedece a problemas metodolégicos y del disefio del
estudio'*?. En ésta Gibson et al destacan: 1) la relaciéon dosis-
respuesta de los tratamientos utilizados en relacion a los
resultados obtenidos, 2) el efecto de la adherencia y no
adherencia al tratamiento, 3) algoritmos de decision propuestos,
4) los puntos de corte de ONe propuestos. En definitiva, la
eficacia de la medicion del ONe para la toma de decisiones

terapéuticas estd lejos de ser comprobada y se requieren
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b.

estudios mejor diseflados para obtener resultados concluyentes.
Lo que si parece ser mas util es considerar las variaciones en los
niveles de ONe a lo largo del tiempo. El coeficiente de variacion
individual en sujetos sanos se sitla en torno al 10%%43144,
porcentaje que aumenta hasta un 20% en asmaticos'#3145. De
acuerdo con esto, el comité de expertos de la ATS decidio elegir
este Ultimo punto de corte para considerar un cambio en el ONe
como significativo a lo largo del tiempo o después de una
intervencion terapedtica 8.

Utilidad de la medicion del ONe como marcador de cumplimiento
del tratamiento.

Los corticoides reducen la sintesis de ON inhibiendo la
ONS, por lo que niveles elevados de ONe en pacientes asmaticos
pueden ser debidos a insuficiente tratamiento antiinflamatorio,
escasa adherencia o pobre técnica de inhalacion!46-148, por el
contrario, los niveles de ONe no se afectan por la administracion
de B-agonistas de accion corta ni prolongada, lo que concuerda
con la idea de que estos agentes no tienen influencia sobre la
inflamacion crénica del asma. El tratamiento con montelukast
disminuye en un 15-30% los niveles de ONe en nifios con asma
mientras que el tratamiento con corticoides puede hacer disminuir
de forma significativa los niveles de ON 6 horas después de su
uso en el caso de un corticoide nebulizado, y 2-3 dias después
del tratamiento con corticoides inhalados, obteniéndose un efecto

maximo después de 2-4 semanas de la cumplimentacion. Al
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interrumpir el tratamiento con corticoides inhalados, incluso en
pacientes que los han tomado hasta 4 afios, se produce un
aumento de los niveles de ON exhalado, demostrando la falta de
un efecto inhibitorio sostenido sobre la produccion de ON. La
monitorizacion de los niveles de ONe en los pacientes que toman
corticoides inhalados puede servir como parametro de valoracion
del cumplimiento del tratamiento. Sobre esto existe poca
evidencia cientifica, pero un estudio preliminar, realizado en 20
nifios con asma, encontrd que cuando el cumplimiento era <50%,

los valores de ONe estaban elevados en el 80% de los casos4®.

1.3.6 Medicion de 6xido nitrico en aire espirado

La determinacion de ON en aire espirado es una técnica no invasiva que
permite cuantificar la concentracion de ON que se encuentra en la via aérea
mediante el calculo de la fraccion espirada de ON. Fue la primera técnica que
se desarroll6 tras objetivar la presencia de grandes concentraciones de ON en
la via aérea y en especial en pacientes asmaticos.

a) Metodologia.

Los niveles de ON en aire exhalado pueden medirse con exactitud
mediante analizadores de quimioluminiscencia. Esta técnica se basa en la
reaccion del ON con el ozono que genera dioxido de nitrégeno (NO2) en
estado activo, el cual al estabilizarse emite una radiacién luminica
proporcional a la concentracion de ON en el aire espirado en partes por
billon (ppb). Se trata de una técnica sencilla, no invasiva, y que proporciona
un resultado rapido y sensible pudiendo detectar concentraciones de ON

inferiores a 1 ppb.
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El sensor de quimioluminiscencia es el equipo mas ampliamente
utilizado en la practica clinica, siendo su uso exclusivamente hospitalario.
Existen diferentes modelos en el mercado (SIR N-6008, LR 2000 analyser
®, NIOX® Aerocrine), con diferencias en detalles complementarios (Figura
4). En la actualidad existen nuevos dispositivos como el que se expone en
la Figura 5, se trata de un equipo portatil, de pequefias dimensiones, que
permite la medicion de ONe ambulatorio y en el domicilio del paciente sin
requerir calibracion. Se diferencia del equipo de quimioluminiscencia en que
la medicion se realiza a través de un sensor electroquimico que permite una

medicidon mas rapida y precisa.

parEd
. 0"
caap8
. ppg

mm!!WMZIWM

Figura 5. Sensor electroquimico portatil NIOX MINO® Aerocrine.
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b) Método de determinacion.

Existen dos métodos principales para medir el ON: el método on line (la
muestra se analiza directamente en el dispositivo, en tiempo real) y la
técnica off line (el aire exhalado se almacena en balones apropiados y la
cuantificacion del gas se hace con posterioridad). El procedimiento es el
siguiente: El individuo debe estar sentado, de esta forma se permite un
volumen de espacio muerto inferior a 10 ml con lo que se garantiza la
recogida rapida de muestra de origen respiratorio. Se debe realizar una
inspiracion hasta capacidad pulmonar total, que se realiza en la mayoria de
los equipos de quimioluminiscencia desde el equipo. Si se realiza desde el
aire ambiente habr& que tener en cuenta la concentracion de ON ambiental.
A continuacion se debe realizar una espiracion al interior del equipo, no
forzada, de entre 6 a 10 segundos de duracion manteniendo un flujo
constante de 50 ml/s. Esto se regula mediante una resistencia y con el
control gréafico del flujo en la pantalla del dispositivo o del ordenador, tal y
como se muestra en la Figura 6. Los niveles de ONe son inversamente
proporcionales al flujo espiratorio. Por esta dependencia del flujo, las
normativas internacionales recomiendan medir el ONe a un flujo de 50 ml/s
en el cual la concentracion de ON procede fundamentalmente de la difusion
de ON en la via aérea (Ver figura 7 y 8). Ademas la espiracion se debe
realizar inmediatamente después de llegar a capacidad pulmonar total para
evitar mantener la respiracion, algo que favoreceria la acumulacion de ON
en la orofaringe. Se requieren 2 determinaciones con una variabilidad <

10% vy la presencia de un plateau o meseta de 3 segundos para que la
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maniobra sea correcta. Se realizara una tercera determinacion si las previas

difieren en mas de un 10%.
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Figura 6. Maniobra de exhalacion de 6xido nitrico exhalado 50 ml/s.
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El analizador posee una resistencia bucal de entre 5 y 20 cmH20 que

permite el cierre del velo del paladar. De esta forma se evita la

comunicacién con el ON que se encuentra en las fosas nasales. Ademas el

equipo cuenta con un filtro que impide la contaminacién con el ON

ambiental.

Las dos técnicas estan internacionalmente estandarizadas, sin embargo,

la técnica on-line es la utilizada habitualmente en la practica clinica y en los

estudios de investigacion siendo considerada como el gold standard para la

medicion del ONe80.82,
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Prueba 1: FEno (ppb)

Test Typ Patient ID/File
No.

1 sa 1638810-3

2 sa 1638810-4

3 sa 1638810-5

Mean values
CV %

Prueba 2: FEno (ppb)

Date/Time

26-jun-2008 10:43
26-jun-2008 10:44
26-jun-2008 10:44

FENO
ppb
187.8
187.5
183.1

186.1
1.4

V'NO
nl/min
550.5
560.8
531.1

547.5
2.8

Prueba 3: FEno (ppb)

FINO  exp. Flow

ppb ml/sec
1.2 489
0.1 49.9
04 48.4
49.1

1.6

Figura 8. Curva de 6xido nitrico en un sujeto asmatico, obtenido a un

flujo de 50 ml/s.

68



c) Factores que pueden influir en la determinacion de &xido nitrico
exhalado.

Existen diferentes factores, farmacos y enfermedades que cursan con
alteracion en la determinacion de ONe y que deben tenerse en cuenta en el
momento de interpretar el resultado junto con la historia clinica del paciente.
(Tablas 7y 8)

a. Factores del paciente:

- Edad.

- Sexo.

- Maniobras respiratorias (velocidad de flujo en la exhalacion,
ver Figura 9).

- Calibre de la via aérea.

- Ingesta de algunos alimentos o bebidas.

- Ritmo circadiano (por lo que se recomienda realizar todas las
pruebas en el mismo horario).

- El ejercicio fisico, puede disminuir la ONe por incremento del
flujo.

- Infecciones de vias respiratorias altas y bajas, pueden llevar a
niveles de ONe elevados.

- Téxicos: las personas expuestas al tabaco, también de forma
pasiva, presentan una menor concentracién de ONe.

- Ingesta de medicamentos: los corticoides tal y como se ha

visto ampliamente en la literatura disminuyen el ONe.
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b. Factores generales:

Procedencia del ON: La formacién de ON como hemos visto
es muy superior en las vias respiratorias altas que en las
bajas. Por tanto la contaminacion nasal es muy importante,
pero mediante técnicas adecuadas es posible evitarla.

ON en el aire ambiental: puede influir sobre todo en la
recogida a volumen corriente donde la contribucion del espacio
muerto es mayor. Sin embargo, el empleo de técnicas de
exhalacion contra resistencia y la rapida captacion del ON
ambiental por la Hb del lecho capilar pulmonar evitan que el
ON ambiental afecte la lectura del ONe.

Flujo espiratorio elevado, puede dar un descenso de la ONe.
Como hemos comentado, actualmente se aconseja un flujo
estandar de 50 ml/s.

Apnea: origina acumulacion de ON procedente de la cavidad
nasal, es causa de los picos iniciales en la determinaciéon on

line.
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Figura 9. Curvas de Oxido nitrico exhalado obtenidas en un mismo
paciente: a) mediante un sistema convencional que utiliza un flujo
elevado (250 ml/s), y b) mediante un método de deteccion que utiliza
flujos bajos (45 ml/s). Puede observarse que, con flujos altos, se detecta
un pico inicial de ON que se sigue de plateau, mientras que el pico inicial
desaparece cuando la determinacion se realiza a flujos bajos y sin pausa
al final de la inspiracion. Ademas, las concentraciones de oxido nitrico
exhalado son mas altas cuando se obtienen a flujos bajos.
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Tabla 7. Factores que modifican la concentracién de ONe.

Aumento ONe Disminucion ONe
Dieta rica en nitratos Espirometria
Farmacos ( IECA) Ejercicio fisico
Infeccidn viral Habito tabaquico
Rinitis alérgica Ingesta de bebidas estimulantes

ON ambiental

Tabla 8. Enfermedades respiratorias que presentan alteraciones de la
concentracion de ONe.

Aumento ONe Disminucion ONe
Asma Discinesia ciliar
Rinitis alérgica Fibrosis quistica
Neumopatia intersticial Hipertension pulmonar
Cancer de pulmon EPOC

Bronquiectasias
Tuberculosis pulmonar

EPOC
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1.3.7 Limitaciones de la determinacidn de 6xido nitrico exhalado

Una de las limitaciones del empleo del ON exhalado como biomarcador
en el asma y especificamente en el manejo del tratamiento, es la falta de
existencia de una curva dosis-respuesta adecuada con el empleo de
corticoides inhalados, de forma que algunos autores han observado un plateau
en la respuesta del ON con 400 pg de budesonida!®. Segln estos autores en
pacientes tratados con dosis moderadas o altas de corticoides inhalados
existirian pocas diferencias en los valores de ON en contraste con diferencias
mas importantes desde el punto de vista clinico en cuanto a la gravedad del
asma. Por tanto, el ON exhalado podria no reflejar todos los cambios
inflamatorios que se producen en los pacientes asméticos. Otras limitaciones
del ON exhalado con respecto a la monitorizacion de los pacientes asméaticos
son las siguientes: a) los niveles de ON en los pacientes con asma no alérgico
no estdn aumentados, b) la produccion de ON puede aumentar
transitoriamente en respuesta a infecciones viricas, por lo que no se debe
determinar el ON inmediatamente tras una infeccién virica, y finalmente c)
existe una superposicion de valores entre los controles normales y los
pacientes asmaticos, pudiendo los asmaticos tener valores desde normales a
muy elevados. Otros factores que pueden modificar el valor del ONe son: el
tabaquismo que puede disminuirlo o la rinitis alérgica, que lo eleva tanto en

época polinica como en no polinica.
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1.4 MODELOS DE PRODUCCION DE OXIDO NITRICO EN EL

PULMON

El ON se produce a lo largo del tracto respiratorio desde la nariz hasta los
alveolos. Diversos autores han descrito un modelo matemético, denominado
bicompartimental que se basa en la existencia de dos compartimentos bien
diferenciados, el bronquial y el alveolar, y que permite diferenciar la
contribuciéon de las vias aéreas distales a la produccién de ON¥152 (Figura

10).

VIAS AEREAS

ALVEOLO v

# ONe

Figura 10. Representacion esquematica del modelo bicompartimental para el
analisis del 6xido nitrico exhalado.
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El ONe se origina fundamentalmente en las vias aéreas de conduccion,
aunque una pequefia cantidad procede directamente de los alveolos. Durante
la espiracion, el aire del alveolo es transportado a traves de las vias aéreas y
enriquecido por el ON que difunde desde la pared de las mismas!®. De
acuerdo con la ley de Fick, la liberacion de ON hacia la luz bronquial es
proporcional a la diferencia de concentraciones entre la pared bronquial y la
luz. Por tanto, en cada punto de la luz bronquial existen dos factores que
determinan la concentracion de ON en el aire en transito. El primero es el flujo
de aire desde la parte distal de la luz bronquial hasta el punto en cuestion. El
segundo factor es la capacidad de difusion del ON desde la pared bronquial
hacia la luz. De acuerdo con esto, la concentracion al final del tubo bronquial,
es decir, el nivel de ONe, es el resultado acumulativo del transporte longitudinal
mas la difusion lateral de ON a lo largo del arbol bronquial completo®?,

El valor inicial para este proceso viene determinado por la concentracién
de ON en el aire alveolar (Calv,NO). A su vez la difusion de ON hacia la luz
bronquial viene determinada por la concentracion de ON en la pared bronquial
(Caw,NO). Esta concentracién es el resultado de un equilibrio entre su
produccién y su eliminacion, que incluye la pérdida por difusion hacia la luz
bronquial. Ademas, se debe tener en cuenta el flujo espiratorio, factor que tiene
una influencia decisiva sobre la concentracion de ON en el aire exhalado (al
final del tubo). La extrapolacion de medidas de la concentracion de ON
exhaladas a flujos espiratorios muy bajos, permite aproximar la situacion de
flujo cero y estimar la concentracion de ON en la pared de las vias aéreas. En
contraste, un flujo espiratorio extremadamente alto no permitiria que durante su

transito a través de las vias aéreas, el aire exhalado tuviese tiempo para
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enriquecerse con ON de la pared bronquial. La extrapolacién a flujos espiratorio
muy elevados permite equiparar la concentracion de ON exhalado a la
concentracion alveolar de ON.

Si la liberacion del ON desde la pared de las vias aéreas hacia su luz
bronquial se produjese a un flujo constante, la cantidad de ON liberado
dependeria solo del tiempo disponible para el paso a través de las vias aéreas
y seria inversamente proporcional al flujo espiratorio. Sin embargo, se ha
comprobado que la produccion de ON por las paredes de las vias aéreas no es
constante!®?, De hecho, las curvas de concentraciéon de ON exhalado vs flujo
espiratorio corresponden a una hipérbole, por lo que se asume que la liberacién
de ON por la pared de las vias aéreas disminuye a flujos bajos y aumentan a
flujos altos>!. Como la liberacién de ON desde la pared de las vias aéreas a su
luz se realiza por un proceso de difusion pasiva, la constante que describe el
flujo de ON se denomina Daw,NO, también llamada capacidad de difusion de
ON en las vias aéreas*>?.

Partiendo de unas mismas Calv,NO y Caw,NO, la existencia de diferentes
Daw,NO determinara un comportamiento distinto de las curvas ONe vs flujo
espiratorio (V’). La Daw,NO depende de diversos factores, como la intensidad
de la conversion quimica y el proceso de transporte. Puede disminuir por un
aumento del grosor de las capas de fluido de las vias aéreas que impida la
difusion y puede aumentar por el incremento de la superficie disponible para la
liberacion de ON. En pacientes con asma parece existir un incremento de la
superficie de difusion, por lo que la Daw,NO estaria aumentada.

Teniendo en cuenta las consideraciones previas, el modelo

bicompartimental se concreta en la siguiente ecuacion 153155.156;
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ONe= Caw,NO . (1 - e-Daw,NO/V’) + Calv,NO. g-Daw.NOV’ 1)

Donde ONe representa la concentracion exhalada de ON, Caw,NO la
concentracion de ON efectiva en la pared de las vias aéreas, Calv,NO la
concentracion media de ON en los alveolos, Daw,NO la capacidad de difusién
total de ON en las vias aéreas y V’ el flujo espiratorio. ONe, Caw,NO y Calv,NO
pueden ser expresadas en ppb, V' en L.s'y Daw,NO en pl.s . ppb 1%,

A flujos espiratorios (V’) muy bajos, la relacion Daw,NO/V’ resulta mayor,
por lo que la potencia e-PawNOV' tiende a cero. Por tanto, a flujos espiratorios
muy reducidos, el ONe practicamente sélo dependera de la Caw,NO. Por el
contrario, a flujos espiratorios muy altos, ePa%NOV" tiende a uno, por lo que la
ONe dependera practicamente sélo de la Calv,NO.

La ecuacion (1) se puede simplificar como:

ONe= Caw,NO + (Calv,NO- Caw,NO). eDaw.NOV' (2)

A flujos espiratorios (V’) elevados, el cociente Daw,NO/V’ es muy

pequefio, por lo que la expresion e-PawNOV' se pueda aproximar a 1-Daw,NO/V'.

Con ello, la ecuacién (2) puede ser expresada del siguiente modo:

ONe= Calv,NO + (Caw,NO - Calv,NO). Daw,NO/V’ (3)

Como habitualmente, la Calv,NO supone menos del 2% de la Caw,NO, se

puede suprimir del segundo término de la ecuacion anterior:
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ONe= Calv,NO + Caw,NO. Daw,NO/V’ (4)

Por ultimo, si se multiplica la ecuacion (4) por el flujo espiratorio (V’), se
obtiene:

ONe. V’= Calv,NO. V' + Caw,NO. Daw,NO (5)

El producto ONe . V’ representa la tasa de eliminaciéon de ON desde las
vias aéreas (V'NO), mientras que el producto Caw,NO. Daw,NO corresponde al
méaximo flujo de ON en el compartimento bronquial (J'awNO, en nl.s-1). Por

ualtimo, es posible reducir esta expresion a una relacion lineal:

V'NO= Calv,NO . V' + JawNO (6)

Realizando determinaciones de la V'NO a dos flujos espiratorios
diferentes, los métodos lineales de Tsoukias!®® y de Pietropaoli'>’ proporcionan
valores de Calv,NO (pendiente de la recta) y JJawNO (ordenada en el origen).

Frente a estos métodos lineales, que sélo proporcionan algunos de los
parametros que caracterizan los modelos bicompartimentales, se han
desarrollado técnicas no lineales como la de Silkoff 16 que nos permite obtener
tres términos de la ecuacion (3): Calv,NO, Caw,NO y Daw,NO.

Por dltimo, sobre este mismo modelo otros autores han elaborado
aproximaciones matematicas basadas en modelos mixtos mas complejos,
como el de Hogman 158 o George 1%° que permiten obtener el célculo de la

mayor parte de componentes (Ver Tabla 9).
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Figura 11. Esquemas que representan 4 diferentes técnicas analiticas que se
han descrito en la literatura para estimar los pardmetros independientes de
flujo, utilizando un minimo de 2 flujos espiratorios constantes y un maximo de 3.

A: Técnica de Tsoukias; B: Técnica de Pietropaolli; C: Técnica de Silkoff; D:
Técnica de Hofman.
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Tabla 9. Técnicas de espiracion constante a multiples flujos*.

Espiracion a

Técnica Parametros independientes del flujo P .
multiples flujos

JawNO Daw,NO Calv,NO Caw,NO

2 espiraciones a
Tsoukias!®® un flujo entre 100-
500 ml/s

2 espiraciones a
Pietropaolit®’ X X un flujo entre 100-
500 ml/s

2 espiraciones a

2?|Il|ﬁg;f1’52 X X X un flujo entre 15-
J 50 ml/s
' 9 espiraciones a
9-?Illlﬁg;f1’52 X X X X un flujo entre 4.2-
J 1550 ml/s
3 espiraciones a
Hogman*®® X X X X un flujo entre 5-
500 ml/s
Tsoukias 1 espiracién a un
SR 161 X X X X flujo entre 6 + 1%
cambio

*Modificado de Modeling pulmonary nitric oxide exchange. George et al**°.

JawNO (pl/s): flujo maximo total de ON en el compartimiento de la via aérea;
Daw,NO: capacidad de difusion del compartimiento de la via aérea; Calv,NO
(ppb): concentracion media de éxido nitrico (ON) en el tejido alveolar; Caw,NO:
concentracion media de ON en la pared bronquial.
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Pese al considerable desarrollo de estos modelos, todavia no se han
generado valores de referencia para los diferentes parametros de intercambio
de ON. Como aproximacion se considera que los valores de Calv,NO oscilan
entre 1 - 5,6 ppb, los de JJawNO entre 420 - 1280 pl.s?, la Daw,NO entre 3,1 -
9,2 pl.st.ppb?t, yla Caw,NO entre 75 - 225 ppb 1

Desde un punto de vista practico, el valor de ONe medido a 50 ml/s se
considera un aceptable equivalente del JJawNO.

Los modelos bicompartimentales proporcionan una explicacion sencilla a
la dinamica de intercambio de ON. Sin embargo, su simplificacion conlleva
algunas limitaciones: a) No incluyen la regién correspondiente a los bronquiolos
respiratorios y terminales, b) Asumen una produccion homogénea de ON a lo
largo de las vias aéreas, c) Requieren maniobras con flujos espiratorios muy
altos o muy bajos, que no siempre resultan facilmente reproducibles. Sin
embargo, la limitaciébn mas importante, proviene de la demostrada difusién axial
del ON y de la propia geometria de las vias aéreas. En este sentido, se ha
comprobado que los dos compartimentos propuestos no resultan
completamente estancos y que una porcion de la Calv,NO puede corresponder
a ON producido en el compartimento bronquial que mediante difusion axial
retrograda llega a los alveolos.

Reconocidas estas limitaciones, en los ultimos afios se han desarrollado
nuevas aproximaciones matematicas y modelos de aplicacién como el modelo
axial y el modelo bicompartimental-axial.

El modelo axial analiza la difusion retrograda de ON que se produce
desde la via aérea hacia la region alveolar, contraria a la direccion de

espiracion, y que comporta una pérdida significativa de ON en el aire espirado.
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El resultado es una subestimacion del flujp maximo de ON de la via aérea y de
la concentracion de ON en la pared de la via aérea pudiendo dar falsamente
valores elevados de Calv,NO e infraestimar valores de J'awNO.

El modelo bicompartimental-axial, desarrollado por Condorelli et al,
incorpora la difusion axial y se adapta a una geometria en trompeta de las vias
aéreas'®?, La incorporacion de este andlisis sobre el modelo bicompartimental
incluye ecuaciones y algoritmos modificados mas complejos. Asi para tener en
cuenta la difusion axial los autores afiaden un factor de correccion: en la
determinacion de Calv,NO se le resta JJawNO/740 y en la determinacion de
JawNO éste se multiplica por 1.7.

En comparacién con el modelo bicompartimental simple, obtiene valores
de J'awNO superiores y valores de Calv,NO inferiores y cercanos a 0.

También se han propuesto modelos de espiracion a flujos variables, al
finalizar una apnea o durante la respiracion a volumen corriente®3, Incluso, se
ha disefiado un modelo tricompartimental respirando a volumen corriente, que
evita las maniobras espiratorias prolongadas a flujos muy altos, que pueden
resultar incobmodas para niflos o enfermos con un deterioro funcional
importante64.

Recientemente, y en un intento de simplificar los calculos, Paredi et al
proponen un nuevo método para determinar las concentraciones de Calv,NO y
JawNO, basado en la determinacion de las areas bajo la curva del ONe a 50
ml/s y a 200 ml/s*®®,

Sin embargo, los datos sobre la validacion de estos Ultimos
procedimientos en asmaticos son muy limitados y todavia se dispone de muy

escasa informacion que permita interpretar su potencial valor clinico.
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1.5 UTILIDAD DEL MODELO BICOMPARTIMENTAL

Existe un creciente conocimiento del valor y significado de los diferentes
pardmetros que caracterizan los dos compartimentos pulmonares de
produccion de ON. La potencial aplicacion de esta diferenciacién anatomica,
reside en estimar cual es el lugar en el que asienta la inflamacién eosinofilica
en cada paciente concreto, lo que podria constituir un instrumento mas en la
diferenciacion de grupos de enfermos.

Diferentes trabajos han objetivado que J'awNO se encuentra elevado en
los enfermos con asma'®6166, En estos estudios se ha sefialado su relacién con
diversos indicadores clinicos, funcionales e inflamatorios de la enfermedad y su
sensibilidad al tratamiento con corticoides inhalados'°6:167-169, Asj en nifios con
asma leve, el JawNO resulta mayor en los que tienen sintomas que en los
asintomaticos, y a su vez, en éstos que en los controles sanos'®®. En estos
nifos, el JJawNO guarda relacion no solo con la intensidad de los sintomas sino
también con la limitacion al flujo espiratorio medida a través de los flujos
mesoespiratorios'®®, En adultos con asma tratados con corticosteroides
inhalados, el JawNO se ha relacionado con la funcién pulmonar basal
(expresada como porcentaje del FEV1 predicho o por el cociente FEVi/
capacidad vital forzada —FVC-), asi como con el grado de hiperrespuesta de las
vias aéreas (PC20 a la metacolina)*®®, o el grado de reversibilidad bronquial.
Esta ultima relacion se evalu6é en 179 nifios con asma leve (69 sin tratamiento
previo con corticoides) y 21 controles no atopicos ni asmaticos de la misma
edad. La respuesta broncodilatadora alcanzé una moderada correlacién con el

J’awNO, pero soélo en los nifios que no habian recibido corticoides inhalados'°.
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Dichos estudios también confirman el efecto de los corticoides sobre el
JawNO. En 25 adultos con asma, que nunca habian sido tratados con
corticoides inhalados, dos semanas de tratamiento con beclometasona lograron
reducir el J’awNO?%6, Asimismo, cuatro semanas de tratamiento con
fluticasona, también redujeron el JJawNO en 40 adultos con asma moderada-
grave, mientras que no afectaron a la concentraciéon alveolar de ON6. A su
vez, se ha comprobado que la disminucién del J'awNO inducida por el
tratamiento corticoideo se asocia a una reduccion de la intensidad de los
sintomas y a una mejoria de la funcion pulmonar y una disminucion de
marcadores séricos de inflamacién eosinéfilaes.

En definitiva, el JawNO en las vias aéreas refleja la tasa de produccion
tisular de ON, se asocia con los sintomas de asma y los datos de funcién
pulmonar, y muestra la sensibilidad a la intervencién con corticoides.

Por otra parte, se considera que la Calv,NO no suele estar elevada o
experimenta un leve incremento en los pacientes con asma, tanto por la menor
cuantia de la produccion alveolar como por el aumento de la capacidad de
difusion alveolo-capilar, que facilita su rapido paso al lecho vascular, donde se
une a la hemoglobina'®’17, Sin embargo, existen indicios de que algunos
sujetos con asma podrian tener niveles elevados de Calv,NO. En asméticos
adultos no fumadores, clinicamente estables y en tratamiento con
corticosteroides inhalados se han registrado valores elevados de Calv,NO, no
relacionados con el FEV1, y que disminuyen tras un ciclo de corticosteroides
sistémicos!’!. Este hallazgo podria reflejar la persistencia o falta de supresion
con las dosis habituales de corticosteroides inhalados de la reaccion

inflamatoria a nivel alveolar o de los bronquiolos respiratorios. También existe
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evidencia de que la Calv,NO guarda relacién con el grado de inflamacién de la
pequefia via aérea. Se ha demostrado la existencia de una correlacion entre la
Calv,NO y los eosindfilos recuperados mediante lavado broncoalveolar en
enfermos con asma grave, asi como con parametros funcionales de afectacion
de la via aérea distal, como el lavado de nitrégeno®%172, Es por ello que algunos
autores sugieren la utilidad del Calv,NO como marcador clinico en pacientes
seleccionados. En este sentido, en una publicacién de Lehtimaki et al'”® en la
que se incluyd un grupo de 40 asmas de recién diagnostico y sin tratamiento
corticoide, los autores compararon aquellos que tenian sintomas nocturnos con
los que se encontraban asintométicos y descubrieron que los niveles de
J’awNO se hallaban similarmente elevados en los dos grupos de asmaticos en
relacion con los controles sanos. Por el contrario, comprobaron que la
concentracion alveolar de ON era superior en los asmaticos con sintomas
nocturnos que en los asmaticos sin clinica nocturna o en los controles. Dado
que el compartimento alveolar se corresponde a los alvéolos y a las pequefias
vias aéreas (bronquiolos respiratorios y terminales), los autores sugieren que
en el asma nocturna existe una inflamacion periférica méas activa. Este hallazgo
fue reforzado por la existencia de mayores niveles de mieloperoxidasa (MPD) e
IL-6 en los pacientes con sintomas nocturnos, lo que incluso sugiere un cierto
componente de inflamacién neutrofilica. En consecuencia, parece que la
medicion de Calv,NO podria ser util para identificar un mayor grado de
inflamacion periférica en este caso en pacientes con sintomas nocturnos.

En cuanto a la respuesta al tratamiento, niveles elevados de Calv,NO
parecen mostrar una respuesta inflamatoria, no suficientemente controlada con

los corticoides inhalados, que se relaciona con la percepcion sintomatica de los
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pacientes y que podria mostrar afectacion concomitante del parénquima
pulmonar. Sin embargo los trabajos que evalian la respuesta de Calv,NO al
tratamiento corticoideo inhalado muestran resultados hasta el momento

discordantes.
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JUSTIFICACION

“Las cosas no ocurren porque si, todo tiene un motivo”

James Dashner






2 JUSTIFICACION

La inflamaciébn en el asma constituye un elemento central de su
patogenia y esta presente en todas las formas clinicas de la enfermedad,
independientemente de su gravedad!’*'’>, Asi, casi la totalidad de las
estructuras existentes en la pared bronquial participan en este fendmeno,
incluyendo el epitelio, el muasculo liso, las glandulas secretoras de la
submucosa, las células secretoras del epitelio, los vasos sanguineos y las
terminaciones nerviosas. El proceso inflamatorio causa infiltracion celular,
aumento de la permeabilidad vascular, edema y contraccion del musculo liso
que en algunos pacientes, conduce a lo largo de los aflos a una progresiva
remodelacion de las vias aéreas, cuyos componentes principales son depdsito
de colageno, hipertrofia e hiperplasia del musculo liso y engrosamiento de la
membrana basal. La inflamacion interviene directa o indirectamente en la
aparicién de los procesos fisiopatologicos de la enfermedad, que incluyen la
obstrucciéon al flujo aéreo y la hiperrespuesta bronquiall’®1’8, Sus
caracteristicas pueden servir para diferenciar fenotipos de asma como el asma
alérgica'’®, no alérgical®, ocupacional'®! o el exacerbado por aspirinal®?. Sin
embargo, a pesar de que esta relacion de la enfermedad con el proceso
inflamatorio es ampliamente aceptada, el diagndstico y monitorizacion del asma
se sigue apoyando mayoritariamente en la valoracion funcional respiratoria'y en
los datos subjetivos de control de la enfermedad. La medicion de los cambios y
la progresion de la inflamacion, no se utiliza habitualmente por dificultades
técnicas, falta de valores de normalidad en los parametros a determinar, etc.

No obstante el valor de su deteccion radica en su capacidad para monitorizar la
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enfermedad, evaluar la respuesta al tratamiento, identificar diferentes grupos
de enfermos y considerar la actitud terapéutica a adoptar. Es por ello que en
los dltimos afos, ha aumentado el interés por medir la inflamacion bronquial y
estudiar su relacibn con el grado de actividad de la enfermedad, la
hiperrespuesta bronquial, el remodelado de la via aérea, etc. De ahi que, se
haya impulsado la busqueda de biomarcadores que nos permitan: a) analizar
de manera no invasiva la calidad y magnitud de la inflamacion subyacente; y b)
ser utiles en diagnéstico, clasificacion y seguimiento de la enfermedad, en el
marco de una valoracion multidimensional de la misma. La biopsia bronquial, el
LBA y el cepillado bronquial son herramientas validas para medir la inflamacion
existente en la via aérea pero son invasivas. En la actualidad, existen otras
técnicas no invasivas, como el andlisis esputo inducido, el estudio del aire
exhalado o la nariz electronica, que pueden aportar informacién importante y
precisa sobre el proceso inflamatorio de la via aérea y que se estan
desarrollando como futuros biomarcadores de inflamacién®3, De entre todos
ellos, el ONe es el mas estudiado hasta la fecha. Se ha postulado como
marcador inflamatorio dada su correlacion con la eosinofilia que existe en la via
aéreal” 106109119 = gy sencillez, reproducibilidad y caracter no invasivo,
requiriendo menos experiencia que el recuento celular en el esputo y siendo
menos costoso que otros métodos analizados. Sin embargo, y a pesar de su
amplia utilizacién todavia existen dudas sobre valores de normalidad ya que los
puntos de corte formulados para su aplicacion en la practica clinica no siempre
son concordantes, bien porque derivan de estudios heterogéneos en cuanto a
la poblacion examinada, o porque utilizan diferentes técnicas de medicion o

analizadores, todo lo cual dificulta su interpretacion e implementacion.
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Por otra parte, el desarrollo de los modelos bicompartimentales ha
permitido analizar los cambios dinAmicos del ON en la via aéreal®3157.159 E|
calculo del JawNO y la Calv,NO, supone un paso mas en el estudio del asma
y la categorizacion de la enfermedad, sin embargo la informacion disponible
sobre su uso en el asma es todavia muy escasa®®.

Teniendo en cuenta las discordancias en la utilidad del ON como
biomarcador en el asma, y la falta de evidencia en torno al papel de sus
componentes alveolar y bronquial en el manejo de la enfermedad, el presente
trabajo se ha disefiado con la intencion de definir valores de normalidad para
Calv,NO y JawNO en poblacién sana. Evaluar su relacion con parametros
demograficas, clinicos, funcionales, grado de control o calidad de vida en el

asma, son algunos de los objetivos propuestos.
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OBJETIVOS

“El motivo no existe siempre para ser alcanzado, sino para servir de punto
de mira”

Joseph Joubert






3 OBJETIVOS DEL PROYECTO

a)

b)

d)

Determinar valores de referencia en nuestro laboratorio para ONe,
Calv,NO y JawNO, en individuos sanos, mediante la técnica de
espiracion constante a multiples flujos, aplicando el modelo matematico

de Condorelli.

Estudiar la reproducibilidad de la técnica de mediciéon de Calv,NO y

J’awNO, empleada en nuestro laboratorio.

Analizar las diferencias en el calculo de Calv,NO y J’awNO, segun los
modelos bicompartimentales de Tsoukias y Pietropaolli y el modelo de

difusion axial de Condorelli.

Analizar la rentabilidad diagnostica de la determinacion de ONe,

Calv,NO y J'awNO en el asma.

Evaluar la relacion del ON con el resto de variables utilizadas en el
estudio y seguimiento del asma; antropométricas, clinicas, funcionales y

de control y calidad de vida en la enfermedad.
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SUJETOS, MATERIAL'Y

METODOS

“La disciplina es la parte mas importante del éxito”

Truman Capote






4 SUJETOS, MATERIAL Y METODOS

4.1 SUJETOS

4.1.1 Grupo de pacientes con asma

Para realizar el presente trabajo, se seleccionaron de forma prospectiva
y durante un periodo de dos afos, pacientes afectos de asma, procedentes de
las Consultas Externas del Servicio de Neumologia del Hospital Universitario y

Politécnico La Fe.

a) Criterios de inclusion.

Los criterios que debian cumplir para ser incluidos en el estudio fueron
los siguientes: a) estar ya diagnosticados de asma, segun los criterios
propuestos por la Guia Espafiola para el Manejo del Asma (GEMA)!®; con o
sin tratamiento esteroideo; b) edad superior a los 14 afios e inferior a los 75; )
ausencia de otra patologia asociada al asma y concomitante capaz de
modificar los valores de ONe (bronquiectasias, enfermedades inflamatorias
pulmonares, fibrosis quistica, sinusitis etc) y; d) situacién de estabilidad clinica
del asma.

b) Criterios de exclusion.

Los criterios de exclusion fueron: a) sintomas o signos de infeccion
respiratoria en las 8 semanas previas;, b) incapacidad para realizar
correctamente la maniobra de determinacién del ONe y; ¢) no cumplimentacién

de cualquiera de los criterios de inclusion.
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4.1.2 Grupo sujetos sanos

a) Criterios de inclusion.

Se reclutdé un grupo formado por sujetos voluntarios, aparentemente
sanos, fumadores y no fumadores, sin enfermedades de base, con edades
comprendidas entre los 14 y 75 afos, con valores espirométricos dentro del
margen de referencia, sin historia previa de patologia pulmonar, tratamiento
corticoideo, o infeccion de vias altas en los seis meses previos a las pruebas.
Todos ellos completaron el cuestionario desarrollado por la International Union
Against Lung and Tuberculosis Diseases (IUALTD) en 1984 y revisado en
1987, utilizado para el cribado de enfermedades respiratorias, dada su
sensibilidad para identificar patologia respiratoria y su manejo sencillo y rapido.
Los individuos que contestaron afirmativamente a alguna de las preguntas

referentes a la presencia de sintomas bronquiales fueron excluidos del estudio.

4.1.3 Aspectos éticos

La inclusién de los sujetos en el estudio se realizd previa informacion y
consentimiento y, el estudio fue aprobado por el Comité de Etica e

Investigacion Clinica del Hospital Universitari i Politecnic La Fe.

4.2 METODO

4.2.1 Disefo del estudio

Se trata de un estudio transversal, observacional, comparativo de 2
cohortes de individuos: sanos o asmaticos.
El protocolo se desarroll6 de forma secuencial y cada sujeto fue

estudiado en dos sesiones consecutivas separadas por un intervalo maximo de
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1 dia. Estas sesiones fueron precedidas por una visita de cribado (visita 0) en
la que se examinaba la adecuacion del paciente a la finalidad del estudio
(criterios de inclusion y exclusion). En caso afirmativo, el paciente era
informado de los objetivos genéricos de la investigacién solicitandole su
consentimiento expreso para participar en la misma. Tras ser seleccionados,
los pacientes eran citados en un plazo no superior a 3 dias para la primera
evaluacion (visita 1) en la que se procedia a realizar la entrevista clinica,
exploracion fisica y extraccion analitica; ademas en el grupo de pacientes
asmaticos se suministraban los cuestionarios de control del asma (ACT*®" y el
ACQ8) asi como el cuestionario de calidad de vida AQLQ de Sydney
modificado (AQLQ-Sm)'8%, Por otra parte, el grupo de sujetos sanos
cumplimentaba el cuestionario de sintomas respiratorios de la IUALTD®. En
un segundo dia con el sujeto en ayunas, se realizaba una determinacion de
ONe siguiendo las recomendaciones sefaladas por las normativas de
consenso ATS/ERS de 20058, efectudndose con posterioridad una
espirometria forzada seguida del test broncodilatador, segun la normativa
SEPAR,

Los voluntarios sanos se obtuvieron de los trabajadores del hospital,
compafieros y familiares, a los que se les informé de la finalidad y protocolo del
estudio y consintieron en participar.

En un subgrupo de sujetos sanos, se procedid a la repeticion de la
determinacion del ONe en tres dias consecutivos, con tal de evaluar la

reproducibilidad de la técnica.

4.2.1.1 Evaluacion inicial en el grupo de pacientes asmaticos

En la primera visita, una vez confirmados los criterios de seleccion, se
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valoraron las siguientes caracteristicas de los pacientes, mediante la
anamnesis y exploracion clinica:
a) Variables demogréficas y antropométricas: edad, sexo, peso y talla.

b) Antecedentes personales:

Habito tabaquico actual o previo, indice acumulado de tabaquismo.

- Exposicion laboral.

- Antecedentes de patologia rinosinusal y/o alergias.
- Otras enfermedades.

- Farmacos.

c) Caracteristicas evolutivas, desencadenantes, gravedad del asma: edad
de inicio, periodicidad de los sintomas, antecedentes de asma familiar,
tratamiento habitual, utilizacién de recursos sanitarios en el ultimo afio,
antecedentes de asma de riesgo vital y sintomatologia en el Gltimo mes.

d) Grado de control del asma: la evaluacion del grado de control del asma
se realizd mediante los cuestionarios ya validados y adaptados para su
uso en Esparfia: ACT®7, y el ACQ8,

e) Calidad de vida y asma: con el fin de evaluar la calidad de vida, se

suministré el cuestionario de calidad de vida AQLQ-Sm?,

4.2.1.2 Evaluacion inicial en el grupo de sujetos sanos

En los sujetos del grupo control se recogieron en la anamnesis las
mismas variables que en el grupo de pacientes relativas a edad, género, indice
de masa corporal (IMC), antecedentes personales (habitos téxicos,
antecedentes de patologia respiratoria o rinosinusal, medicacién habitual,
antecedentes de procesos inflamatorios en vias aéreas en los 6 meses

previos). A todos los individuos del grupo control incluidos en el estudio se les
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aplico el cuestionario europeo de la IUALTD con el fin de valorar datos acerca
de la presencia de sintomas respiratorios'®. Los sujetos que contestaron
afirmativamente a alguna de las preguntas referentes a la presencia de

sintomas bronquiales fueron excluidos del estudio.

4.2.1.3 Protocolo de estudio clinico en pacientes

En los sujetos con diagnostico de asma se realizaron las siguientes

determinaciones:

4.2.1.3.1 Determinacion analitica

Se obtuvo una muestra de sangre periférica para determinacion de la
IgE sérica total expresada en Ul/ml. Ademas se realiz6 un hemograma para
obtener el numero de leucocitos/ml y el recuento de neutréfilos y eosinofilos

expresados en porcentaje sobre el total de células.

4.2.1.3.2 Determinacién de ONe

La determinacion del ONe se realizé siguiendo las recomendaciones de
la ATS®, mediante la técnica de espiracion constante a un flujo de 50 ml/s.
Para ello, se utiliz6 el analizador de quimioluminiscencia; DENOX 88 (Analyzer
CLD 88 series Eco Medics AG), que calcula las concentraciones de ONe en
ppb. Se utilizé el método on line, que facilita el célculo de ONe a tiempo real
mientras se realiza la maniobra de espiracion. El procedimiento es el siguiente:
el individuo debe estar sentado, de esta forma se consigue un volumen de
espacio muerto inferior a 10 ml, con lo que se garantiza la rapida recogida de
muestra de origen respiratorio. La maniobra consiste en una inspiracién hasta
capacidad pulmonar total, que se realiza en la mayoria de los equipos de

guimioluminiscencia desde el equipo. Si se realiza desde el aire ambiente se
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debe tener en cuenta la concentracion de ON ambiental. Desde la capacidad
pulmonar total se realiza una espiracion al interior del equipo, no forzada, de
duracion entre 6 y 10 segundos, a un flujo constante de 50 ml/s, flujo en el cual
la concentracién de ON procede fundamentalmente de la difusion de ON en la
via aérea. Los niveles de ON espirado son flujo-dependiente, por eso, el flujo
de espiracion debe ser estable y asegurado por el equipo pues a mayores
flujos de espiracion la concentracion de ONe disminuiria. La espiraciéon debe
realizarse inmediatamente después de llegar a la capacidad pulmonar total, sin
apnea, algo que favoreceria la acumulacion de ON en la orofaringe. Durante la
espiracion un marcador visual ofrecido por el software del equipo ayuda al
paciente a mantener la espiracion al flujo requerido. Se requieren para el
calculo del ONe, al menos dos determinaciones con una variabilidad < 10%
entre ellas, asi como la presencia de un plateau 0 meseta de 3 segundos para
que la maniobra sea correcta. Se realizara una tercera determinacion si las
previas difieren en mas de un 10%. No es conveniente realizar mas de 6
maniobras. El equipo facilita una gréfica que representa el resultado de ONe
total (ppb) respecto al tiempo (s).

El analizador posee una resistencia bucal entre 5-20 cmH20 que
asegura el cierre del velo del paladar y evita la contaminacién con el ON
procedentes de las fosas nasales, motivo por el cual no se requiere pinza
nasal. Ademas el equipo cuenta con un filtro que impide la contaminacion con
el ON ambiental.

Previo a la determinacion de ON se tuvieron en cuenta las siguientes
recomendaciones:

a) Evitar la toma de tratamiento broncodilatador inhalado y corticoide
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inhalado y/o sistémico previamente a la medicion. En los
pacientes que estaban en tratamiento, no se interrumpia y se
recogian los datos del farmaco, dosis y hora de la ultima toma.

b) Realizar la mediciébn al menos 2 horas después de la Ultima
ingesta.

c) Evitar la ingesta de alimentos ricos en nitratos (verduras como
lechuga y espinacas) asi como la ingesta de bebidas estimulantes
(café, té, alcohol) en las horas previas a la medicion.

d) Realizar la medicion del ONe previamente a la realizacion de
otras pruebas respiratorias como espirometria.

e) Evitar la realizacién de ejercicio fisico previa a la determinacion.

La maniobra incluyo:

a) Preparacién del paciente.

a. Se observaron las condiciones fisicas del paciente para la
realizacion de la prueba.

b. Se comprobé que las recomendaciones requeridas se
cumplian.

c. Se acomodoé al sujetoy se le explicé el procedimiento.

b) Preparacion del equipo.

a. El equipo debia estar calibrado y preparado para su
utilizacion.
b. Se recogia en hoja de datos los niveles de ON ambiental.

c. Se colocaba la boquilla o el filtro en el tubo de la espiracion.

4.2.1.3.3 Calculo de los componentes alveolar y bronquial del 6xido

nitrico
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La técnica es similar a la que se utiliza para la determinacién del ONe, la
diferencia se encuentra en la necesidad de realizar la espiracion a diferentes
flujos y no solo a 50 ml/s, el utilizado para la determinacion del ONe.
Empleamos 4 flujos adicionales: 100, 150, 200, y 250 ml/s -técnica de
espiracion constante a mdltiples flujos-, de los cuales elegimos dos para el
calculo de JawNO y Calv,NO, segun las ecuaciones de Tsoukias y Pietropaolli,
previamente descritas. Para tener en cuenta la morfologia en trompeta y la
difusion axial los valores de Calv,NO se corrigieron de acuerdo con el método
propuesto por Condorelli et al: Calv,NO corregido = Calv,NO — ( JJawNO/ 740).
La correccion para los valores de J’awNO se realizé multiplicando los valores

iniciales por 1,712,

4.2.1.3.4 Espirometria forzada y test broncodilatador

A todos los pacientes se les realizd una espirometria forzada siguiendo
las recomendaciones establecidas en la normativa de la SEPAR'%. Para ello
se utilizé un espirometro COLLINS modelo GS Modular System (Palex), cuyo
principio de deteccién de flujo esta basado en un neumotacdégrafo tipo Fleisch.
La prueba suponia siempre la realizacion de, al menos, tres maniobras
técnicamente satisfactorias, con una variabilidad entre las mismas menor del
5% o0 100 ml y un maximo de 8 maniobras. El inicio de la espiracién forzada se
obtuvo por extrapolacion retrograda de la curva volumen-tiempo.

Los pardametros seleccionados para cada sujeto fueron el FEV1, la FVC,
el cociente FEV1/FVC y los porcentajes respecto a los valores teoricos de cada
paciente. Como parametros de referencia se utilizaron los tedricos de poblacion

adulta de Rocal®2
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Los posibles cambios en la obstruccién bronquial de nuestros pacientes,
se valoraron con el estudio de su reversibilidad y en aquellos casos cuya
prueba broncodilatadora fue negativa con el célculo de la respuesta
broncocostrictora.

La prueba broncodilatadora se realizé el mismo dia de la espirometria
forzada mediante la administraciéon de 600 pg de salbutamol, inhalado con
cartucho presurizado a través de una camara espaciadora tipo Volumatic®. La
respuesta se evalu6 mediante otra espirometria realizada a los 20 minutos,

siguiendo las recomendaciones SEPAR

4.2.1.3.5 Prueba de provocacion bronquial con metacolina

Para la realizacion de esta prueba se siguieron las indicaciones
recogidas en la normativa SEPAR®. Se utilizd metacolina como agente
broncoconstrictor, empleando el método de respiracion a volumen corriente
durante 2 min!®. Tras la practica de una espirometria basal, el paciente
inhalaba el diluyente (solucién salina al 0,9%) durante 2 min y a continuacion
se administraba la metacolina, a dosis dobladas, hasta conseguir un descenso
del FEV1 igual o superior al 20% respecto al basal, o bien hasta alcanzar una
dosis de metacolina de 16 mg/ml.

La metacolina fue preparada en viales estériles por el Servicio de
Farmacia del hospital a diluciones consecutivamente dobladas desde 2 ng/ml
hasta 16 ng/ml. Las diferentes soluciones en concentraciones descendentes
desde 2 mg/ml hasta 0,0125 mg/ml, fueron elaboradas en el Laboratorio de
Exploracién funcional de Neumologia, disueltas en cloruro sédico al 9%. En
todo momento se respetaron las condiciones de conservacion y la estabilidad

del producto (no exposicién a la luz y mantenimiento en nevera a 4°C). Se
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utilizé como placebo suero fisiologico estéril.

Los criterios para elegir la dosis inicial de metacolina fueron los
siguientes (Tabla 10)1%4: a) en pacientes con valores basales de FEV1 y FEV1/
FVC superiores al 70 y el 80%, respectivamente, y caida del FEV1 menor del
10% con el diluyente, se comenzaba con 2 mg/mL en caso de que no tomaran
ninguna medicaciébn, con 1 mg/ml si tomaban ocasionalmente
broncodilatadores, con 0,25 mg/ml si utilizaban éstos a diario y con 0,125
mg/ml si estaban en tratamiento con corticoides inhalados (CI) u orales; b) en
pacientes con FEV: inferior al 70% y/o FEV1/FVC menor del 80% y caida del
FEV1 por debajo del 10% tras el diluyente, se iniciaba la prueba con 0,03 o con
0,125 mg/ml segun estuvieran recibiendo o no Cl u orales, y c) en los pacientes
que tras el diluyente presentaban un descenso del FEV1 superior al 10%, la
primera dosis de histamina era de 0,03 mg/ml. En todos los casos, si el
descenso del FEV: detectado tras una dosis de metacolina era inferior al 5%,
se procedia a suprimir la dosis inmediatamente posterior, salvo cuando la
concentracion de metacolina utilizada era de 2 mg/ml; en esta situacion se optd
por no suprimir la dosis posterior para mayor seguridad del paciente, ya que, al
cuadruplicar la cantidad de farmaco, la diferencia de concentraciones entre
ambas dosis era, a nuestro entender, demasiado elevada. Terminada la
prueba, los pacientes recibieron 600 ug de salbutamol mediante cartucho
presurizado con camara espaciadora.

Se suspendieron antes de la prueba las medicaciones B-agonistas,
bromuro de ipratropio, cromonas, teofilina, antagonistas de los leucotrienos y

los antihistaminicos segun las recomendaciones de la SEPAR!%,
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La respuesta broncoconstrictora se expresé a través del célculo de la
PCo2o.
La PC20 se obtuvo por interpolacion lineal entre los dos ultimos puntos de

la curva dosis-respuesta, y calculada con la siguiente formula:

PC20: Anti log (log C1 + (log Co-log C1) (20-R1))

R2-R1

C1: Concentracion de metacolina anterior a la caida del 20%.
C2: Concentracion de metacolina posterior a la caida del 20%.
Ri1: % de caida del FEV1 después de C1.

R2: % de caida después de C2.

También se obtuvo la deltaFVC que representa el porcentaje de
descenso de la FVC cuando el FEV1 cae un 20% respecto a basal. Refleja el
grado de atrapamiento aéreo debido a la broncoconstriccion producida durante
el TPB y algunos estudios la sefialan como mejor indicador para la gravedad

del asma que la PC20!%.
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Tabla 10. Criterios utilizados para elegir la concentracién inicial de metacolina
en la prueba de provocacion bronquial con el protocolo abreviado, de acuerdo
con las recomendaciones de la ERS.

Espirometria basal Dosis inicial de metacolina (mg/ml)

FEV1> 70%, FEV1/FVC> 80%, sin respuesta al diluyente

Sin medicacion 2

BD no diariamente 1
BD diariamente 0,25
Corticoides inhalados 0,125

FEV1> 70%, FEV1/FVC> 80%, sin respuesta al diluyente

Corticoides inhalados 0,03
Resto de pacientes 0,125
Caida del FEV1> 10% 0,03

BD: broncodilatadores, FEVi: volumen espiratorio forzado en el primer
segundo, FVC: capacidad vital forzada.
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4.2.1.3.6 Valoracién del grado de control y calidad de vida en la

enfermedad

Todos los pacientes cumplimentaron los cuestionarios ACT y ACQ.

El cuestionario ACT, consta de 5 preguntas relacionadas con la
frecuencia de los sintomas asmaticos y el uso de medicacion de rescate que el
paciente ha necesitado en las 4 semanas previas. Las puntuaciones pueden
oscilar desde 5 (peor control) a 25 (control total). Este cuestionario ha sido
validado al castellano'®”1%, Se ha estudiado la relacién de este cuestionario
con los grados de control segun la Global initiative for asthma (GINA) u otros
criterios fijados en cada estudio, para establecer los puntos de corte del mismo.
Asi, se han indicado valores de ACT=20 para el asma controladal®6197,
mientras que para el asma no controlada se han sugerido valores de ACT que
oscilan desde <15, <17197, <19 187198199 o <20. Estos puntos de corte son
dependientes, en gran medida de los criterios aplicados para definir el control
de la enfermedad, siendo aun escasos los estudios que han aplicado como
criterio los niveles de control recogidos en la GINA.

El ACQ es un cuestionario disefiado para la evaluaciéon del grado de
control del asma, tanto en la practica clinica como en estudios clinicos. Consta
de 7 items puntuados de 0 a 6, que hacen referencia a 5 sintomas distintos del
asma durante la ultima semana (despertarse por la noche, gravedad de los
sintomas al despertarse, limitacion en las actividades, falta de aire y
sibilancias), al tratamiento con agonistas (B2 de accion corta y a la funcion
pulmonar medida mediante el FEVi1. La puntuacion total se calcula como la
media de los 7 items, y puede situarse entre 0 (buen control) y 6 (control

extremadamente pobre)!88,
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El AQLQ-Sm es un cuestionario autorrellenable que consta de 22
preguntas. Estas hacen referencia al estado del paciente en las ultimas 4
semanas y se agrupan en cuatro dimensiones que recogen: sensacion de
ahogo, estado de &nimo, restriccion social y preocupacion. Las opciones de
respuesta para cada item se sitlan en una escala equidistante de 7 puntos,
donde 1 = méaxima limitacion y 7 = ausencia de limitacion. El cuestionario
proporciona una puntuacion global, que es la media para todos los items, y una
puntuacion para cada dimension, que es la media de los items
correspondientes. De este modo, el rango posible de puntuaciones oscila entre
0y 7, siendo las puntuaciones mas bajas las que indican una peor calidad de

vida.

4.2.1.4 Protocolo de estudio clinico en sujetos sanos. Determinacion

de valores normales

En sujetos del grupo sanos se realiz0 una espirometria forzada y se
determind el ONe con la técnica de espiracion constante a multiples flujos,
para establecer los patrones de normalidad y poderlos comparar con los del

grupo de estudio.

4.2.1.5 Cronograma de trabajo

El tiempo estimado para la ejecucion del presente trabajo se estimé en 3
afnos repartidos de la siguiente forma: a) durante los primeros 24 meses se
realizd la seleccibn adecuada de los pacientes, las diferentes visitas y
aplicacion de las diversas pruebas a realizar en cada una de ellas; b) en los 2
meses siguientes se llevd a cabo la construccion final de la base de datos; c)

analisis de los datos (2 meses); y d) redaccion final de los resultados (10
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meses).

4.3 PROCESAMIENTO DE DATOS. ANALISIS ESTADISTICO

4.3.1 Calculo del tamafo de la muestra

El valor de Calv,NO del grupo control se estima que debe estar
alrededor de 2,4 ppb. Consideramos clinicamente significativa una diferencia
en dichos valores entre el grupo control y el grupo de pacientes con asma de
1,4 ppb. A partir de los datos de la literatura asumimos una desviacion estandar
de 1,4. Teniendo en cuenta un riesgo a de 0,05, riesgo 8 de 0,05 y una prueba
bilateral, estimamos 90 pacientes en cada grupo, contando con un 10% de

pérdidas.

4.3.2 Analisis estadistico

El analisis realizado en el presente estudio, comprende 3 partes bien
diferenciadas. El primer aspecto, corresponde al estudio descriptivo de las
variables principales del trabajo (ONe, Calv,NO y J'awNO), tratando de
establecer su distribucion, fiabilidad y validez en sujetos sanos, con el fin de
definir los valores de referencia en nuestro laboratorio.

En segundo lugar se estimd la capacidad de cada una de ellas para
diferenciar por separado, entre sujetos asmaticos y sanos. Para este objetivo,
se utilizé el andlisis bayesiano a fin de conocer la probabilidad y capacidad
diagnéstica de dichas variables.

Finalmente, mediante la aplicacién de modelos probabilisticos logisticos
se estudio la influencia de diferentes variables cuantitativas y cualitativas en la
estimacion de asma.

Como herramienta estadistica para el calculo de los datos se utilizo el
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programa IBM SPSS Statistics version 20.0 (SPSS Inc., Chicago, lllinois,

EE.UU).

4.3.2.1 Descripcion de variables

Inicialmente se procedi6é a comprobar la normalidad de distribuciones de
cada una de las variables principales continuas. Para ello empleamos el test de
Kolmogorov-Smirnov (p> 0,05). Los valores de medida central y dispersion se
exponen en el texto y en las tablas como valores medios + desviacion estandar
y las variables categoricas mediante frecuencias absolutas y porcentajes.
Aquellas variables que no seguian una distribucién normal, se expresan como
mediana y rango intercuartilico ( IQR).

Los valores de referencia se elaboraron mediante modelos de regresion
lineal mdultiple. Se utilizé6 el método de introduccion de variables de stepwise
para identificar los factores prondsticos independientes de los valores de ONe,
Calv,NO y JawNO introduciendo inicialmente en la ecuacion como posibles
variables explicativas la edad, el sexo, el peso, la talla y el IMC. En cualquier

caso se considero significativo un valor de p < 0,05.

4.3.2.2 Estudio de fiabilidad de las determinaciones de ONe, Calv,NO

y JJawNO

La medicién del ONe constituye una buena alternativa para valorar el
grado de inflamacién eosinofilica presente en la via aérea. De acuerdo con el
modelo bicompartimental, resulta factible cuantificar el ON originado en el
espacio alveolar y el procedente del propio arbol bronquial . Sin embargo, esta
todavia por definir con exactitud si los valores de Calv,NO y JawNO son

reproducibles a lo largo del tiempo. Por este motivo y como paso previo al
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analisis de los datos objeto de esta tesis, fue necesario realizar un estudio de
fiabilidad del ONe y de sus componentes alveolar y bronquial. Para su estudio
se eligié en un subgrupo de sujetos sanos y no fumadores, en los que se llevo
a cabo una determinacion de ONe, durante 4 dias consecutivos, entre las 11y
12 de la mafiana y habiendo transcurrido siempre mas de 3 horas desde la
toma de un desayuno ligero.

La reproducibilidad de las determinaciones fue estimada midiendo los
correspondientes coeficientes de correlacion intraclase (CCl). EI CCl es el
indice estadistico mas apropiado para cuantificar la fiabilidad de las mediciones
asociadas a variables cuantitativas. De acuerdo con la clasificacion de

Fermanian, se consideré como aceptable un CCI > 0,752,

4.3.2.3 Andlisis de concordancia para los valores de Calv,No y

J’awNO obtenidos aplicando diferentes modelos matematicos

Tal y como hemos comentado previamente, los valores de Calv,NO y
JawNO pueden ser calculados por diferentes modelos matematicos, entre
ellos, los mas utilizados en la practica clinica son el de Tsoukias y el de
Pietropaolli. Con el fin de establecer el grado de concordancia entre ambos, se
utilizé el CCI y el analisis de las diferencias individuales de Altman y Bland.
Para aplicar este ultimo modelo, se construye una grafica donde el eje de
ordenadas (y) representa la diferencia entre las mediciones (A-B) y el eje de
abscisas (x) representa la media de ambas mediciones ((A+B)/2). De esta
manera, el grafico permite investigar cualquier posible relacién entre el error de
la medida y el valor real, evaluar la magnitud del desacuerdo entre mediciones

o identificar valores outliers.
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4.3.2.4 Andlisis univariado diferencial entre asmay sanos

Para realizar las comparaciones entre variables cuantitativas en sujetos
sanos y asmaticos, si seguian una distribucion normal, aplicamos el test de la t
de Student para datos no apareados o el analisis de varianza ANOVA. En caso
contrario se empled el test no paramétrico de la U de Mann-Whitney o Kruskal-
Wallis. El nivel de significacion minima se establecié en 0,05.

La comparacion entre las variables cualitativas se realiz6 mediante el

test de Chi-cuadrado.

4.3.2.5 Estudio de correlaciéon entre las variables. Analisis bivariado

Todas las variables, se incluyeron en un analisis bivariado de correlacion
que se ejecutdé de forma independiente para los pacientes con asma y sujetos
sanos. Se tuvieron en consideracion los coeficientes de correlacion de Pearson
-r- cuando el nivel de significacion estadistica era < 0,05. De este modo,
intentamos detectar la colinealidad de las variables representadas en cada
dominio entre si, y con las demas. Asimismo, nos permiti0 apreciar las
diferencias en el comportamiento de estas relaciones con el resto de variables,
tanto en el grupo de asma y como en el de sanos.

Cuando las variables no seguian una distribucion normal aplicamos el

test de Spearman.

4.3.2.6 Anélisis bayesiano

Con el propésito de determinar la concentracion de ONe, Calv,NO y
JawNO, capaces de predecir el diagndstico de asma, para cada valor obtenido
de ONe, Calv,NO y J’'awNO se calcularon, la Sy E, el valor predictivo positivo

(VPP) y el VPN. A partir de esos datos se construyeron las curvas de eficacia
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diagnéstica a fin de hallar el mejor punto de corte para ONe, Calv,NO y JawNO
(valor con mejor Sy E) y se determinaron las areas bajo la curva, con su IC del
95%, buscando estimar los indices de exactitud diagndstica global; aceptando
que areas bajo la curva cercanas a 1 indican que la discriminacion de la prueba
es excelente.

Tomando como elemento de partida los puntos de corte obtenidos para
ONe, y JawNO determinamos finalmente las probabilidades posprueba de
asma tras obtener valores de ONe, y JawNO superiores (VPP) o inferiores (1-
VPN), y las probabilidades posprueba de no asma tras un VPN para cada
probabilidad preprueba (PPP) posible, de acuerdo con el teorema de Bayes:
VPP = (PPP x sensibilidad)/ (PPP x sensibilidad) + [(1-PPP) x (1-
especificidad)].

VPN = (1-PPP) x especificidad/[ (1-PPP) x especificidad] + [PPP x (1-
sensibilidad)].

La PPP es la estimacion que hace el clinico, expresada en términos de
probabilidad, antes de que se conozcan los resultados de la prueba que va a
realizarse. En nuestro caso seria la probabilidad de presentar asma que, a
juicio del clinico, segun su experiencia u otros datos ya conocidos, tiene el
paciente antes de las mediciones de 6xido nitrico. Aplicando las férmulas antes
citadas, es factible calcular el VPP y el VPN de cada una de las posibles PPP
(desde 0,1 hasta 1) con la sensibilidad y especificidad halladas para el punto de
corte de ONe, y JJawNO estimados como mejor.

Con el fin de analizar la diferencia entre la probabilidad preprueba de la
enfermedad y la probabilidad posprueba obtenida por el resultado de la prueba,

se estudio la ganancia diagnostica (G).
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La ganancia diagndstica aportada por la respuesta positiva de la prueba
se calculo para ONe y JAWNO con la siguiente ecuacion:

G (+): VPP-P

La ganancia diagndstica aportada por la respuesta negativa de la prueba
se obtuvo con la siguiente ecuacion:

G () : P- (1-VPN)

El conjunto de la ganancia diagndstica alcanzada por la aplicacion de la
prueba, o contenido diagndstico (y) de la prueba es igual a la suma de estas
dos ganancias diagndsticas:

['=G(*)+G()

4.3.2.7 Anélisis multivariante

Se utilizo el andlisis factorial para reducir o reagrupar el conjunto inicial
de variables utilizadas habitualmente en el diagndstico y seguimiento del asma,
en otros mas pequefios y homogéneos de variables relacionadas. El analisis
factorial, es una técnica de reduccién de dimensionalidad de los datos, cuyo
propésito ultimo consiste en buscar el nimero minimo de dimensiones capaces
de explicar el maximo de informacién contenida en los datos?°*. Como método
de extraccion de factores se empled el método de componentes principales y
para determinar el nimero de factores que se extraian se establecié como
punto de corte los valores especificos > 1,00. Se realiz6 rotacién de factores
con el método varimax para fortalecer el agrupamiento de las variables
alrededor del factor asociado. Los registros anotados en la matriz de factores
rotados representan los pesos de las variables en relacion con cada factor y
reciben el nombre de cargas de factor. Al tratarse de una rotaciéon ortogonal, su

intervalo oscila entre -1,00 y +1,00.
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RESULTADOS

“Nuestra recompensa se encuentra en el esfuerzo y no en el resultado. Un
esfuerzo total es una victoria completa”

Mathama Gandhi






5 RESULTADOS

5.1 ANALISIS DESCRIPTIVO DE LAS VARIABLES INCLUIDAS

EN EL ESTUDIO

5.1.1 Caracteristicas generales de los sujetos

Entre Junio de 2010 y Mayo de 2013 se incluyeron en el estudio 237
adultos afectos de asma y 154 controles sanos (134 hombres y 257 mujeres;
edad media 38 afos, rango 14-75 anos).

La caracteristicas demograficas, antropométricas, clinicas y funcionales
de la poblacion de estudio se muestran en la siguiente tabla. Como se observa,

los dos grupos fueron comparables en cuanto a edad, sexo e IMC.
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Tabla 11. Caracteristicas demograficas, antropométricas, clinicas y funcionales
de la poblacion de estudio*. Valores expresados como media = desviacion

estandar (DE).

Edad (afos)
Sexo (VIM)
Talla (m)

Peso (KQg)

IMC (kg/m?)
Fumador (S/N)
Rinitis (S/N)
Atopia (S/N)
FEV1 (% v. ref)
FVC (% v. ref)
FEV1/FVC (% v. ref)

MEF2s5/75 (% V. ref)

Grupo asma

(n: 237)

39,8 +14,6
83/154
164+0,1
71,2 +14,2
26,3+4,8
52/185
94/143
118/119
97,2+17,2
108,5 +£ 16,7
76,2+ 9,6

66,9 + 26.7

Grupo control

(n: 154)

37,1+13,8
51/103
1,65+0,1
66,9 + 13,8
243+45
31/123
0/154
0/154
108,8 +12,9
109,1 £ 13,7
85,7+6,6

96,1+23,4
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5.1.2 Caracteristicas basales del grupo de pacientes con asma

5.1.2.1 Caracteristicas demograficas

El rango de edad de los 237 pacientes con asma, oscilé entre 14 y 75
afios con una edad media de 39,8 + 14,6. Ochenta y tres fueron varones (35%)

y 154 mujeres (65%)).

5.1.2.2 Caracteristicas clinicas

El grado de tabaquismo se establecio en funcion de su situacion en el
momento del estudio. Constatamos que 111 sujetos (46,8 %), tenian historia de
tabaquismo, siendo 52 (21,9%) fumadores activos. El resto no presentaban
antecedentes de tabaco. El valor medio del n® de paquetes/afio fumados por
los asmaticos fumadores fue de 12,7 + 14,9 (mediana 9; IQR: 3-16,2) .

La media de afos desde el diagnéstico de asma fue de 4,84 + 8,2
(mediana 1,5; IQR: 0,4-6). Nuestra serie estaba formada por pacientes
ambulatorios y la mayoria de ellos nunca habian precisado de ingreso en el
hospital por agudizacion de su sintomatologia respiratoria, ni de cuidados
intensivos. La media de ingresos en nuestros pacientes fue de 0,17 = 0,5
(rango de 0-3) Los sintomas que mas frecuentemente relataban los enfermos
fueron tos (49,1%) y disnea (40%).

51 pacientes (23,7%) asociaban comorbilidades, siendo la més frecuente
la hipertensiéon arterial (Tabla 12). En cuanto a los antecedentes clinicos de
atopia; un 40,9% de los pacientes referia historia de rinitis mientras que un
51,3% presentaban antecedentes de prick-test a neumoalergenos positivo.

Respecto al tratamiento para el asma, 111 pacientes (46,8%) no estaban

recibiendo esteroides inhalados ni sistémicos en el momento del estudio.
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El grado de control y gravedad de la enfermedad se establecié siguiendo
las recomendaciones de GINA3, Entre los pacientes asmaticos sin tratamiento
esteroideo (n=111); un 58,6% (65) presentaban un asma intermitente, un
33,3% (37) un asma persistente leve y un 8,1% (9) persistente moderado. Entre
los pacientes asmaticos con tratamiento esteroideo (n=126); un 15,9% (20)
presentaban un asma intermitente, un 61,1% (77) un asma persistente leve, un
19,8% (25) persistente moderado y un 3,2% (4) persistente grave. Segun los
grados de control de GINA, en el grupo de tratamiento, un 57,1% (72) mostraba
un asma bien controlada, un 38,1% (48) estaba parcialmente controlado y el
4,8% (6) manifestaba un mal control. También se recogieron datos de control
segun los cuestionarios ACT y ACQ. EI ACT registré valores medios de 20,21 +

4,3yel ACQde 0,94 £0,8.

Tabla 12. Comorbilidades mas frecuentes en pacientes asmaticos.

n %
Hipertension arterial 21 41,2
Dislipemia 10 19,6
Depresion 7 13,7
Hipotiroidismo 6 11,7
Diabetes 6 11,7
Artrosis 5 9,8
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5.1.2.3 Pruebas de laboratorio

La determinacion de IgE total, se obtuvo en 152 asmaticos. Su valor
medio fue de 208,4 + 379,7 Ul/ml con un rango de 2 a 3734 Ul/ml. Su mediana
fue 92,1 Ul/ml (IQR: 32,3-250,5). El estudio en sangre periférica de los
neutrofilos y de los eosindfilos, se expresé como porcentaje sobre el numero
total de leucocitos. El porcentaje medio de eosinofilos en sangre fue de 4,6 *
3,5 % con un rango de 0,1 a 27%, mediana de 3,7% (IQR: 2,5-5,7) mientras
que el de neutrdfilos fue de 53,9 + 11,5 % con un rango de 28,1-90,8%,

mediana 51 % (IQR: 47-60).

5.1.2.4 Caracteristicas funcionales

59 pacientes presentaban una alteracién ventilatoria obstructiva en la
espirometria, el grado de obstruccion basal se cuantificé con el FEV1. El 81,4%
presentaba una obstruccion leve, el 11,9% moderada y el 6,8%
moderadamente grave.

La reversibilidad de la obstruccion se valor6 con la respuesta obtenida al
administrar el salbutamol inhalado. El test broncodilatador (TBD) fue positivo en
80 pacientes (33,7%). La media del porcentaje de cambio para el FEV1, en el
total de pacientes, fue 8,4 £ 9,4 %, para la FVC fue de 2,6 £ 6,4 %, y para los
flujos mesoespiratorios 26,82 + 27,47%. Entre los pacientes con TBD positivo,
la media del porcentaje de cambio para el FEV1 fue de 19,7 =+ 9,7%, para la
FVC 8,8 + 7,8% y para los flujos mesoespiratorios 50,3 + 31,3%.

Se realizaron 157 test de provocacion bronquial con metacolina. Los
motivos por los que algunos pacientes no llegaron a someterse al test fueron:

a) presentar una espirometria forzada con un TBD positivo, b) no aceptar el
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consentimiento escrito para la prueba, y c) haber suspendido la prueba antes
de llegar al final por no entender el procedimiento.
Los valores de PC2o obtenidos fueron: mediana 1,1 mg/ml (IQR: 0,2-3,7).

La deltaFVC tuvo valores medios de 11,2 + 5,6%.

5.1.3 Caracteristicas basales del grupo control

El nimero total de sujetos incluidos en este grupo fue de 154.

La edad media fue de 37,1 + 13,8 afios, con un rango de 14 a 73 afos.
Hubo 51 varones (33,1%) y 103 mujeres (63,9%). De ellos, 91, que suponen un
59,1% de la muestra, nunca habian sido fumadores, 21 (13,6%) eran
fumadores activos, con un indice medio de afio/paquete de 13,2, 10 (6,5%)
eran fumadores ocasionales y 32 (20,8%) ex fumadores de mas de 1 afio.

Ningun sujeto tenia antecedentes de rinitis o atopia.

5.1.4 Comparacion de las caracteristicas basales entre el grupo con
asmay el grupo control

El grupo control fue comparable estadisticamente en todas las variables al

grupo de pacientes con asma, salvo en las que le exigian para ser control: sin

historia previa de patologia pulmonar, sin tratamiento corticoideo, sin

antecedentes de infeccion de vias altas en las 8 semanas previas.
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5.2 DETERMINACION DE OXIDO NITRICO EN AIRE

EXHALADO EN SUJETOS SANOS

5.2.1 Analisis descriptivo

Los valores de ONe, Calv,NO y JawNO en el grupo de sujetos sanos,
se muestran en los siguientes graficos. Como puede observarse en poblacion
sana, las distribucion de los valores muestra un rango de normalidad
(Kolmogorov-Smirnov). Los valores de Calv,NO y JJawNO se expresan segun

las estimaciones de Condorelli.

25
Media = 18,71
Desviacidn tipica = 8,644
207 N =154

Frecuencia

10,00 20,00 30,00 40,00 50,00
ONe

Figura 12: Distribucion de los valores de ONe a 50 ml/s en el grupo de sujetos
sanos.
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Media = 96
Desviacion tipica = 1,485
N =154

Frecuencia

10+

-2,00 ,00 2,00 4,00

Calv,NO

6,00 8,00

Figura 13: Distribucion de los valores de la Calv,NO, segun Condorelli, en el
grupo de sujetos sanos.
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Media = 1410,54
Desviacidn tipica = 715,691
N =154

Frecuencia

1000,00 2000,00 3000,00 4000,00
JJawNQ

Figura 14: Distribucién de los valores de JJawNO, segun Condorelli, en el
grupo de sujetos sanos.
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La tabla 13, muestra los distintos valores de ONe en sujetos sanos,

segun el flujo utilizado y, los de Calv,NO o J'awNO, segun las ecuaciones de

Tsoukias, Pietropaolli y las correcciones de Condorelli.

Tabla 13. Valores medios + desviacion estandar para ON en el grupo de
sujetos sanos, a distintos flujos de medicion, y para Calv,NO y J'”awNO, segun

diferentes modelos matematicos.

ONe (50 ml/s) ppb

ONe (100 ml/s) ppb

ONe (150 ml/s) ppb

ONe (200 ml/s) ppb

ONe (250 ml/s) ppb
Calv,NO (Tsoukias) ppb
J’awNO (Tsoukias) pl/s
Calv,NO (Pietropaolli) ppb
J’awNO (Pietropaolli) pl/s
Calv,NO (Condorelli) ppb

J’awNO (Condorelli) pl/s

Sanos
(n: 154)

18,7 + 8,6
10,5+4,9

7,5+3,3

5,1+2,2
21+15
831,8 +417,8
22+16
816,3 +409,1
09+14

1410,5 £ 715,7
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5.2.2 Ecuaciones de referencia para ONe, J’awNO y Calv,NO

La determinacion de ONe es una técnica cada vez mas empleada en los
laboratorios de funcion pulmonar, sin embargo el calculo de sus componentes
alveolar y bronquial todavia esta relegado al campo de la investigacion, siendo
necesaria mas informaciéon sobre el método mas adecuado para su
determinacion o cuales son sus valores de referencia, con el fin de aplicar su
examen a la préctica clinica habitual. En el siguiente apartado analizamos los
valores de referencia para el ONe, Calv,NO y J'awnO en poblacion adulta y

sana.

5.2.2.1 Oxido nitrico en aire espirado

Las ecuaciones de referencia para poblacién sana en nuestro laboratorio
(excluyendo a los sujetos fumadores) se obtuvieron mediante un analisis de
regresion lineal multiple en el que introdujimos como variables independientes:
edad, sexo, peso y talla, por ser aquellas que mas se han utilizado en la
literatura. El resultado final (método de backward), mostr6 una ecuacion
significativa, en la que solo estaban presentes la edad y el peso, si bien solo
explicaban el 14% de la variabilidad del ONe, siendo el error tipico de la
estimacion de 7,9. No encontramos diferencias en cuanto al sexo. La tabla 14

muestra los coeficientes de regresion para la ecuacion.
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Tabla 14. Coeficientes de regresion parcial para la ecuacién minimo-cuadratica
de ONe.

Coeficientes no Coeficientes
estandarizados tipificados i p
B Error tipico Beta
Constante 2,5 3,5 0,7 0,5
Edad 0,1 0,05 0,2 2 0,04
Peso 0,2 0,05 0,3 3,6 0,000

Por tanto, la ecuacioén de referencia para el ONe seria:
ONe =2,5+0,1 x edad + 0,2 x peso
El intervalo de referencia se estableci6 como el intervalo de confianza al

95%, para el ONe en sujetos sanos, no fumadores: 2,6 — 36 ppb.

5.2.2.2 Componente bronquial de 6xido nitrico

El modelo para el JawNO también incluyé inicialmente peso, talla, sexo
y edad. Por el mismo método de analisis, obtuvimos una ecuacion significativa
en la que solo estaba presente la variable peso, que explicaria el 12% de la
variabilidad del JJawNO, siendo el error tipico de la estimacion de 666,3. No

encontramos diferencias en cuanto a la edad, o el sexo.
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Tabla 15. Coeficientes de regresién parcial para la ecuacién minimo-cuadratica
de JawNO.

Coeficientes no Coeficientes
estandarizados tipificados
t P
B Error tipico Beta
Constante 2175 289,6 0,7 0,4
Peso 18,7 4,2 0,4 4.4 0,000

Por tanto, la ecuacion de referencia para el JJawNO seria:
JawNO =217,5 + 18,7 x peso
El Intervalo de referencia se estableci6 como el intervalo de confianza al

95% para el JawNO, en sujetos sanos, no fumadores: 86,4-2879 pl/s.

5.2.2.3 Concentraciéon alveolar de ON

Los valores de Calv,NO no se vieron influidos por ninguna de las
variables utilizadas en los modelos previos. Ninguna ecuacion fue significativa
para explicar la variabilidad del Calv,NO.

El Intervalo de referencia para el Calv,NO en sujetos sanos, no

fumadores, se estableci6 como el intervalo de confianza al 95%: (-2,1) - 3,7

ppb.

5.2.3 Resultados del estudio de fiabilidad de las determinaciones de

oxido nitrico exhalado

Para valorar la reproducibilidad de las determinaciones de ONe, J'”awNO

y Calv,NO, estudiamos un subgrupo de 30 sujetos sanos, no fumadores, en los
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que se realizd una determinacion de ONe durante 4 dias consecutivos, tal y
como se especificd en el capitulo de material y métodos. La reproducibilidad de
las mediciones de ONe, J'awNO y Calv,NO, obtenidas aplicando los diferentes
modelos matematicos para su célculo, se estimé determinando los
correspondientes CCI.

Las figuras 15, 16 y 17 muestran los valores medios y desviacion
estandar para ONe y, JJawNO y Calv,NO ( segun Condorelli) en cada uno de
los dias de estudio.

Los resultados confirman la fiabilidad de las determinaciones con un CCI

> 0,9 para ONe y JawNO y de 0,7 para Calv,NO.
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Figura 15. Valores medios y DE para ONe en cada uno de los dias del estudio.
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Figura 16. Valores medios y DE para J’awNO en cada

estudio.
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2,007 -1 -1

1,754

1,504

Calv,NO

1,259

1,007

0,754

Visitas

Figura 17. Valores medios y DE para Calv,NO en cada uno de los dias del
estudio.

La siguiente tabla muestra los valores de los diferentes CCI.

Table 16. Valores de los diferentes CCI e intervalos de confianza (IC) al 95%
obtenidos para los valores de ONe, JJawNO y Calv,NO.

cCl IC 95% p

ONe 0,94 0,90-0,97 0,000
JawNO 0,91 0,85-0,96 0,000
Calv,NO 0,75 0,54-0,89 0,000
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5.2.4 Andlisis de concordancia de los valores de J’awNO y Calv,NO
obtenidos aplicando diferentes modelos matematicos en

sujetos sanos

Tal y como hemos comentado previamente, existen diferentes modelos
matematicos para el calculo de los componentes alveolar y bronquial del ONe.
Entre ellos, los modelos bicompartimentales de Tsoukias y Pietropaolli han
adquirido notable protagonismo al ser utilizados en la practica clinica habitual
con el fin de diferenciar la magnitud de la inflamacién existente en ambos
compartimentos del tracto respiratorio. El siguiente analisis se realizdé con el
propésito de evaluar hasta que punto los valores de JawNO y Calv,NO
obtenidos por estos dos métodos resultan comparables.

La correlacion entre los valores de Calv,NO y J/awNO segun Tsoukias y
Pietropaolli fue altamente significativa; r = 0,99, p= 0,000 para JawNO; y
r=0,96, p= 0,000 para Calv,NO. La tabla 17 muestra la media de los valores de
oxido nitrico alveolar y bronquial, para el grupo de sanos, segun las distintas
ecuaciones matematicas utilizadas y su correspondiente CCI.

Tabla 17. Valores ( media + DE) de Calv,NO ( ppb) y JJawNO ( pl/s) obtenidos,

segun los modelos de Tsoukias y Pietropaoli y CCI (entre paréntesis: intervalo
de confianza 95%) en el grupo sanos.

Tsoukias Pietropaoli CCI (1C 95%)
Calv,NO:2,1+15 Calv,NO: 2,2+ 1,6 | 0,97 (0,96-0,98)
SANO
JawNO: 816,3 +
J'awNO: 831,8 £+ 417,8 409 1 0,99 (0,99-0,99)
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Posteriormente a los modelos bicompartimentales, Condorelli y sus
colaboradores desarrollaron un algoritmo para caracterizar el intercambio del
ON, teniendo en cuenta la morfologia en trompeta de la via aérea e incluyendo
la difusion axial. Esta modificacion del modelo bicompartimental original
propuesto por Tsoukias y George tiene el cuenta el flujo lineal del aire desde el
alveolo a la boca y corrige para la contaminacion del aire alveolar con ON
procedente de la luz bronquial que refluye hacia el alveolo (difusién axial). En
consecuencia evita que se infravalore el ON elaborado en el compartimento

bronquial y que se sobreestime el producido en la zona alveolar.

Cuando comparamos en nuestra poblacion los valores de JawNO vy
Calv,NO obtenidos por el modelo de bicompartimental segin Tsoukias y el
modelo de difusion axial segun Condorelli encontramos diferencias
estadisticamente significativas. Valores de J’awNO en torno a 831,8 (Tsoukias)
vs 1410,1 pl/s (Condorelli), y de Cal,NO 2,1 (Tsoukias) vs 0,9 ppb (Condorelli).
La correlacién entre ambos valores segun los diferentes métodos de célculo,
fue significativamente fuerte; r: 0,87, p= 0,000 para Calv,NO y r: 0,99; p= 0,000
para JJawNO. El andlisis de concordancia mostré6 un CCIl de 0,67 (IC 95%:

0,54-0,76) para JJ/awNO y un CClI de 0,79 (IC 95%: 0,72-0,85) para Calv,NO.
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5.3 DETERMINACION DE OXIDO NITRICO EN AIRE EXHALADO

EN PACIENTES ASMATICOS

5.3.1 Analisis descriptivo

En el conjunto de pacientes asmaticos los valores de ONe, J'awNO y

Calv,NO no siguieron una distribuciéon normal, los valores se describen como

mediana y rango intercuatrtilico.

Tabla 18. Valores ON en el grupo de pacientes asmaticos, a distintos flujos de
medicién, y para Calv,NO y JawNO, segun diferentes modelos matematicos.
Valores expresados como mediana y rango intercuartilico (IQR).

ONe (50 ml/s) ppb

ONe (100 ml/s) ppb

ONe (150 ml/s) ppb

ONe (200 ml/s) ppb

ONe (250 ml/s) ppb
Calv,NO (Tsoukias) ppb
J’awNO (Tsoukias) pl/s
Calv,NO (Pietropaolli) ppb
J’awNO (Pietropaolli) pl/s
Calv,NO (Condorelli) ppb

J’awNO (Condorelli) pl/s

Grupo asma
(n: 237)

37 (IQR: 17,1-72,1)
20,3 (IQR: 9,6-39,6)
15 (IQR: 6,7-27,4)
13 (IQR: 6,3-25)
10 (IQR: 5-20)

2,1 (IQR: 1-5,7)
1700 (IQR: 778,3-3366,7)
2,6 (IQR: 1- 6,7)
1608,5 (IQR:748,8-3294,2)
0,4 (IQR: -1,2-1,9)

2890 (IQR: 1323,1-5723,4)
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Las tablas 19 y 20 muestran los valores de Calv,NO y JawNO,
obtenidos segun los modelos matematicos de Tsoukias, Pietropaolli y
Condorelli en los distintos grupos de edad, y sexo, tanto en sujetos sanos como

en asmaticos. Los valores se expresan como media + DE.
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Tabla 19. Valores de Calv,NO y J’awNO (media + DE) segun los modelos bicompartimentales de Toukias y Pietropaoli y el

modelo de difusién axial de Condorelli. Valores para asmaticos y sanos en los distintos grupos de edad y sexo.

HOMBRES MUJERES
<30 30-50 >50 <30 30-50 >50
(n=31) (n=36) (n=16) (n=44) (n=62) (n=46)

Calv,NO:4,6 £ 4,5

Calv,NO:8,5 + 10,5

Calv,NO: 5,1 £4,3

Calv,NO:2,4 + 2,2

Calv,NO:3,5+4

Calv,NO: 3+ 3,9

Tsoukias | 5 /NO2406,1+  JawNO:3189.9+  JawNO: 30589 + J'awNO: 2046,8 + J'awNO:2964,6 + JawNO0:1723 +
1917,2 2909 3592,8 1610,7 3110,3 1617,7
ASMA | Pietrobaoli Calv,NO:5,4+5,3 @ Calv,NO:9,8 £11,5 Calv,NO: 6,2+5,9 Calv,NO:2,6 + 2,6 Calv,NO:4,2 + 4,6 Calv,NO.3,4+46
P J’awNQ0:2326,3 + J’awNQO:5755,9 + J’awNO: 2958,6 + J’awN0:2019,7 + J’awNQ:2895 + J’awNO: 1632,6 +
1875,6 16030,8 3447,6 1589,2 3071,2 1606,9
Condoreli Calv,NO:1,3+ 3,8 Calv,NO:4,2 + 8,3 Calv,NO:0,9+25 Calv,NO:-0,3+ 2,7 Calv,NO:-0,45 + 4,6 Calv,NO: 0,7+ 4
J’awN0:4087,4 + J’awNO0:7917,3 + J’awNO: 5200,2 + J’awNO 0:3479,7 + J’awN0:5039,8 + J’awNO: 2929,1 +
3261,1 16486,6 6107,7 2738, 5287,5 2750,2
<30 30-50 >50 <30 30-50 >50
(n=22) (n=16) (n=13) (n=44) (n=39) (n=20)
Tsoukias Calv,NO:2+1,5 Calv,NO:2,2+1,4 Calv,NO:25+1,4 Calv,NO:1,8+1,4 Calv,NO:19+1,4 Calv,NO:2,7+1,9
J’awNO: 838,1 + J’awNO: 1017,9 + J’awNO: 1103,8 + , . J’awNO: 799,8 + , .
4109 565.5 496.7 J’awNO: 696,5 + 264,1 3917 J’awNO: 859,3 + 470
SANO | Pietrobaoli Calv,NO:2,4+1,8 : Calv,NO:2,3+1,6 Calv,NO: 2,6 +1,5 Calv,NO:2+1,6 Calv,NO:2+1,5 Calv,NO: 2,9+ 2
P J’awNO: 801,6 + J’awNO: 997,4 + J’awNO: 1095,7 + JawNO: 683.7 + 266.2 J’awNO: 793,6 + J’awNO: 842,3 +
376,6 550,9 496,9 ) T ’ 383,4 465,8
Condoreli Calv,NO:09%1 Calv,NO: 0,6 +1,4 Calv,NO:1,1+1,4 Calv,NO: 0,915 Calv,NO:0,9+1,3 Calv,NO:15+2

J’awNO: 1424,8 +
698,5

J’awNO: 1730,5 +
961,3

J’awNO: 1876,5 +
844.4

J’awNO:1171,8 +
471,9

J’awNO: 1359,4 +
666,2

J’awNO: 1460 +
799,1
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Tabla 20. Valores de Calv,NO y J’awNO (media = DE) segun los modelos bicompartimentales de Toukias y Pietropaoli y el
modelo de difusidén axial de Condorelli. Valores para asmaticos no fumadores y sin tratamiento esteroideo y sanos sin historia

de tabaquismo, en los distintos grupos de edad y sexo.

HOMBRES MUJERES
<30 30-50 >50 <30 30-50 >50
(n=16) (n=17) (n=14) (n=24) (n=17) (n=13)

Calv,NO:6,2+5,1

Calv,NO:9,4+12,3

Calv,NO:8,2+6,1

Calv,NO:3,04 + 2,6

Calv,NO:5,1+5,1

Calv,NO:2+2,1

Tsoukias | ;.0 UNO:3108,5+ = JawNO:3961,8+ = JawNO:5777,6 + J’awNO: 2401,5 + JawNO:4786,6 + = JawNO:1815,3 +
1976,1 2955,6 4562,5 1431,7 4228 1893,9
ASMA | Pietrobaoli Calv,NO:7,5+6 Calv,NO:11,4+ 13,5 Calv,NO:9,4+8,2 Calv,NO:3,2+ 3,1 Calv,NO:5,2+54 Calv,NO.2,4+2,2
P J’awNQ0:2983,8 + J’awNQ0:3784,5 + J’awNO: 5676,3 + J’awNO0:2366,1 + J’awNO0:4766,3 + J’awNO: 1778,4 +
1956,4 2874,3 4329,5 1411,8 4243,1 1857,2
Condoreli Calv,NO:2,1+4,6 @ Calv,NO:4,1+10,3 Calv,NO:0,4+1,9 Calv,NO:-0,1+2,9 Calv,NO:-1,4+ 6,7 Calv,NO:-0,4+3,2
J’awNO0:5278,8 + J’awNO0:6735,1 + J’awNO: 9821,8+ J’awNO :4082,5 + J’awNO0:8137,3 + J’awNO: 3086,1 +
3365,1 5024,5 7756,2 2433,8 7187,6 3219,7
<30 30-50 >50 <30 30-50 >50
(n=21) (n=13) (n=13) (n=38) (n=31) (n=17)
Tsoukias Calv,NO:2,1+15: Calvy,NO:2,1+1,4 Calv,NO:25+1,4 Calv,NO:1,7+15 Calv,NO:1,8+1,4 Calv,NO: 2,6 +2,1
J’awNO: 863,3 + J’awNO: 1165,7 + J’awNO: 1103,8 + JawNO: 703.8 + 270.2 J’awNO: 829,8 + J’awNO: 953,9 +
403,3 497.8 496,7 ) T ’ 395,3 440,5
SANO | Pietropaoli Calv,NO:25+19  Calv,NO:2,4+1,6 Calv,NO: 2,6 +1,5 Calv,NO:1,8+1,7 Calv,NO:19+15 Calv,NO: 2,7+2,2
P J’awNO: 825,3 + J’awNO: 1139,2 + J’awNO: 1095,7 + JawNO: 694.7 + 271.6 J’awNO: 821,2 + J’awNO: 937,7 +
368,8 496,2 496,9 ) T ’ 384,1 431,2
Condoreli Calv,NO:0,9+1,1 Calv,NO:0,3+1,2 Calv,NO:1,1+1,4 Calv,NO: 0,8+ 1,6 Calv,NO: 0,7+ 1,3 Calv,NO:1,3+2,1

J’awNO: 1467,6 +
685,6

J’awNO: 1981,6 +
864,3

J’awNO: 1876,5 +
844.4

J’awNO: 1182,4 +
485,6

J’awNO: 1410,4 +
672,4

J’awNO: 1621,6 +
748.,8
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5.3.2 Andlisis de concordancia de los valores de Calv,NO y J’7awNO
obtenidos aplicando diferentes modelos matematicos en

pacientes asmaticos

La correlacion entre los valores de Calv,NO y JJawNO obtenidos segun
las ecuaciones de Tsoukias y Pietropaolli fue significativamente fuerte ( r: 0,97,
p: 0,000 y r: 0,99; p:0,000 respectivamente). Los CCI, al igual que el grupo de
sujetos sanos, también fueron altos: 0,98 (IC 95%: 0,97-0,98) para Calv,NO y
0,99 ( IC 95%: 0,99-0,99) para J’JawNO.

La correlacion entre ambos valores calculados segun Tsoukias o
Condorelli fue moderada (Calv,NO: r: 0,76; p: 0,000 y JawNO: r: 0,63; p:
0,000). Los CCI fueron: 0,75 ( IC 95%: 0,68-0,81) para los valores de Calv,NO

y 0,5 (IC 95%: 0,35-0,61) para los de J'awNO.

5.3.3 Analisis de concordancia entre los valores de 6xido nitrico
exhalado a 250 ml/s y los niveles predichos a partir de una

ecuacién de regresién lineal

Tal y como hemos descrito previamente, la técnica de espiracion
constante a multiples flujos (desde 50 a 300 ml) nos permite calcular el
componente bronquial y alveolar del ON. Sin embargo, durante la realizacion
de la técnica, flujos espiratorios superiores a 200 ml no siempre son faciles de
conseguir y mantener entre los sujetos. En nuestro trabajo, de los 237
asmaticos solo 122 (52%) pudieron completar la espiracion con flujos de 200 y
250 ml/s, mientras que el grupo de sujetos sanos solo 92 sujetos (41,6%) la

terminaron . Estudios previos han demostrado una correlacion entre los valores
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de ONe medido a 50 ml/s y los del ONe a 250 mil/s. Ademas se han
desarrollado ecuaciones de regresion lineal con tal de predecir el valor del ONe
a 250 ml/s a partir del ONe a 50 ml/s. El objetivo de este analisis fue identificar
la relacion entre los valores medidos de ONe a 250 ml/s y los predichos a partir
de una ecuacion de regresion lineal propuesta en la literatura (ONe 50 ml/s =
2,886 x ONe 250 ml/s)?92,

Para este estudio se incluyeron 73 individuos de la muestra entre sujetos
sanos y asmaticos. De nuevo, la concordancia de los datos obtenidos se
evaluo aplicando el CCl y el andlisis de las diferencias individuales de (Bland y
Altman).

La correlacion entre ONe a 250 ml/s medido y el predicho fue altamente
significativa (r: 0,98; p< 0,001). La tabla siguiente muestra los valores (media +
DE) del ONe (ppb) medido y su valor predicho, asi como el correspondiente

CCIL.

Tabla 21. Valores (media = DE) del ONe (ppb) medido y su valor predicho,
asi como el correspondiente CCI.

NOe-250 ml/s NOe -250 ml/s
Medido Predicho ICC (Cl 95%)
9,58+9,84 15,02+17,09 0,88 (0,81-0,93)
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El estudio de Blant y Altman mostré una media de las diferencias (ONe
250 medido- ONe 250 predicho) de -4,7 ppb con un intervalo de concordancia

del 95% que oscil6 entre — 18,2 y 8,8.

20 F
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Media de NOe 250 medido y predicho

Figura 18. Representacion grafica de la diferencia entre cada par de
mediciones de la ONe frente a su media segun el método de Bland y Altman.

Los resultados muestran que las determinaciones de ONe medido a 250
ml/s y los valores predichos por la férmula de regresién lineal propuesta en la

literatura fueron equivalentes.
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5.4 ANALISIS UNIVARIADO DIFERENCIAL ENTRE
ASMATICOS Y SANOS, PARA LOS VALORES DE OXIDO

NITRICO

De los 91 pacientes asmaticos, no fumadores y sin tratamiento
esteroideo, en los que se determiné el valor del 6xido nitrico exhalado a 50
ml/s, el valor minimo obtenido fue de 5,4 ppb y el maximo 290 ppb. La media
del grupo fue de 71,1 £ 61 ppb. Entre los 91 sujetos sanos estudiados, sin
antecedentes de tabaquismo, el valor minimo de ONe fue de 5,4 ppb, y el
méaximo de 48,2 ppb. La media del grupo fue de 19,6 + 9,3 ppb. La diferencia
entre el valor del 6xido nitrico exhalado obtenido en el grupo de sujetos sanos y
en el de pacientes asmaticos fue estadisticamente significativa (p < 0,001),
aunque encontramos una superposicién amplia de valores en ambos grupos.

También encontramos diferencias estadisticamente significativas en los
valores de ONe a los flujos de 100, 150, 200 y 250 ml, entre asmaticos y sanos,
y entre los valores de Calv,NO y J'awNO.

Los resultados del andlisis de comparacion de medias (t de student) de

oxido nitrico entre asmaticos y sujetos sanos se exponen en la siguiente tabla.
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Tabla 22. Diferencias en los valores de ONe, Calv,NO y JJawNO entre sanos y

asmaticos.

Asmaticos Sanos Valor p
ONe (50 ml/s) 711+ 61 19,6 + 9,3 0,000
ppb
ONe (100 ml/s) 394 +331 11,1 +5,3 0,000
ppb
ONe (150 ml/s) 271 +23 78+36 0,000
ppb
ONe (200 ml/s) 254+ 233 6,3+3,1 0,000
ppb
ONe (250 ml/s) 20.1+19.7 52+25 0,000
ppb
Calv.NO 524638 2116 0,000
(Tsoukias) ppb
J’awNO 3327,5+2896,6  880,6 % 449,7 0,000
(Tsoukias) pl/s
Calv,NO
(Pietropaolli) 6,1+7,7 23+18 0,000
ppb
J’awNO
(Pietropaolli) 3249,6 +2860,9  865,3 +438,8 0,000
pl/s
Calv,NO 07+6,1 09+15 0,9
(Condorelli) ppb
J'awNO 5655,8 £ 4924,9  1491,1 + 773,6 0,000

(Condaorelli) pl/s
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5.5 INFLUENCIA DE LAS DIFERENTES VARIABLES SOBRE EL
OXIDO NITRICO EXHALADO EN SUJETOS SANOS.

ANALISIS UNI'Y BIVARIADO

Se analizé la influencia de las siguientes variables: edad, sexo, IMC vy
tabaquismo, sobre los niveles de ONe y sus componentes alveolar y bronquial,
en el grupo de sujetos sanos. Para ello se incluyeron en el analisis todos los
individuos sanos, con o sin antecedentes de tabaquismo (n = 154).

Encontramos diferencias estadisticamente significativas en los valores
de ONe (50 ml/s) y JawNO entre hombres y mujeres (24,5 vs 18,6 ppb vy
1904,8 vs 1416,7 pl/s respectivamente), y entre el grupo de normopeso y
sobrepeso (18,6 vs 23,7 ppb y 1404,2 vs 1866,4 pl/s), siendo éstos superiores
tanto en los varones asi como entre el grupo de sobrepeso.

También encontramos diferencias significativas entre los valores de ONe
y JJawNO entre jovenes y mayores (17,8 vs 25,2 ppb y 1348,7 vs 1963,5 pl/s,
respectivamente). Sin embargo, no encontramos diferencias significativas para
los valores de Calv,NO aunque la tendencia fue a un aumento progresivo de
los mismos con la edad.

Tal y como queda reflejado en la literatura los sujetos fumadores activos
presentaron niveles mas bajos de J'”awNO , Calv,NO y ONe.

Ver tablas 23 y 24.
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Tabla 23. Influencia de las diferentes variables sobre los valores de 6xido
nitrico exhalado en sujetos sanos.

Oxido nitrico exhalado Andlisis
Media + DE univariante P
Sexo Hombre Mujer 0,001
24,5+ 13,8 18,6 + 8,7
Edad Joévenes Mayores 0,001
17,8+9,8 252+134
IMC Normopeso Sobrepeso 0,007
18,6 + 10,2 23,7+12,3
Tabaquismo Si No 0,001
13+6,6 20,7+11,1
Correlacion Pearson
Edad r:0,26 0,001
IMC r:0,26 0,001
Tabaquismo r:-0,24 0,001
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Tabla 24. Influencia de las diferentes variables sobre los valores de éxido

nitrico alveolar y bronquial en sujetos sanos.

Calv,NO Andlisis J’awNO Andlisis
(Condorelli) | Univariante (Condorelli) Univariante
(media £ DE) P (media £ DE) P
Sexo
Hombre 0,714 052 1904,8 + 1135,5 0,001
Mujer 0,8+1,6 ’ 1416,7+ 739,4
Edad
Jévenes 08+15 0.99 1348,7+ 800,9 0,002
Mayores 0,8 +1,7 ’ 1963,5 + 1141
IMC
Normopeso 0,9+1,6 0.15 1404,2 + 831,3 0,003
Sobrepeso 05+14 ’ 1866,4 + 1044,1
Tabaquismo
Si 16+£1,2 0015 919,4 +541,9 0,001
No 08+1,5 ’ 1590,6 + 927,3
Coeficiente de correlacion de Pearson
Edad r:-0,008 0,92 r:0,26 0,001
IMC r:-0,08 0,32 r:0,26 0,001
Tabaquismo r: 0,18 0,015 r:-0,25 0,001°
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5.6 INFLUENCIA DE LAS DIFERENTES VARIABLES SOBRE EL
OXIDO NITRICO EXHALADO EN EL GRUPO DE

ASMATICOS. ANALISIS UNI Y BIVARIADO

Se analiz6 la influencia de las siguientes variables sobre el éxido nitrico
exhalado en el grupo de pacientes con asma sin tratamiento corticoideo y no
fumadores (n= 91): edad, sexo, IMC, antecedentes de atopia y/o rinitis,
tratamiento recibido, valores de funcion pulmonar, resultados del test de
provocacién bronquial, cuestionarios de calidad de vida y grado de control de la

enfermedad evaluado por los cuestionarios ACT y ACQ.

5.6.1 Antecedentes personales

En este grupo de pacientes asmaticos, se objetivaron diferencias en los
valores de Calv,NO entre hombres y mujeres siendo éstos significativamente
mayores entre los hombres ( -0,6 vs 2,7 ppb).

También encontramos niveles superiores de ONe y J'awNO entre los
pacientes de mediana edad, con respecto al grupo de jévenes y mayores,
siendo las diferencias estadisticamente significativas.

Por otra parte, no encontramos diferencias significativas en los valores
de ONe, Calv,NO y JawNO entre el grupo de asmaticos con normopeso y
sobrepeso.

Tal y como viene descrito en la literatura los asmaticos fumadores
presentaron valores de ONe y J’awNO significativamente mas bajos ( 36,4 vs
71 ppb y 2861,3 vs 5655,8 pl/s; p= 0,001, respectivamente). Los valores de
Calv,NO fueron superiores en el grupo de sujetos fumadores aunque las

diferencias no fueron estadisticamente significativas ( 1,7 vs 0,7; p=0,5).
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5.6.2 Test cutaneos a neumoalergenos

40 pacientes tenian antecedentes de pruebas cutaneas a
neumoalergenos positivos. En este subgrupo de pacientes, la media del valor
de ONe fue ligeramente superior (78,8 ppb) que en el grupo con pruebas
negativas (65,2 ppb), pero sin ser la diferencia estadisticamente significativa.
Tampoco hallamos diferencias significativas para los valores de Calv,NO y

J’awNO (-0,02 vs 1,8 ppb y 5235,1 vs 6204,8 pl/s respectivamente).

5.6.3 Niveles de IgE

Los sujetos con un nivel de IgE = 100 Ul/ml tuvieron un valor mas
elevado de Oxido nitrico exhalado (88,4 ppb), estadisticamente significativo
(p:0,045), que los sujetos con una IgE < 100 Ul/ml (57,5 ppb) No hubo
diferencias significativas para los componentes alveolar y bronquial del 6xido
nitrico, aunque estos valores fueron superiores en el grupo con IgE elevadas.
Al analizar de forma cuantitativa la correlacion entre el nivel de IgE y el valor de
ONe y JawNO, encontramos una correlacion directa moderada vy
estadisticamente significativa (r: 0,4; p: 0,001). No encontramos correlacién

para la Calv,NO.

5.6.4 Niveles de eosinoéfilos

Los sujetos con un porcentaje de eosindfilos = 6% presentaron una cifra
mas elevada de oxido nitrico exhalado (100,28 vs 61,6 ppb) y JJawNO (8150,8
vs 4870,7 pl/s), que los asmaticos con un recuento < 6%, de forma significativa
(p = 0,015 y 0,010 respectivamente). Al analizar de forma cuantitativa la

correlacion entre el recuento de eosinofilos y el valor de ONe y JJawNO, esta
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fue moderada pero estadisticamente significativa (r= 0,4; p:0,001).

encontramos correlacion con los valores de Calv,NO.
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Figura 19. Correlacion entre ONe y eosinofilia periférica.
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Figura 20. Correlacion entre JawNO y eosinofilia periférica.
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5.6.5 Tratamiento corticoideo

91 pacientes asmaticos incluidos en el estudio, no llevaban tratamiento
esteroideo. En ellos, el valor medio de ONe fue de 71,1 ppb + 61.
94 asmaticos tomaban corticoides inhalados. La media del oOxido nitrico
exhalado fue de 50,1 + 49,3. Las diferencias fueron estadisticamente
significativas (p=0,011). Sin embargo, tal y como se ve en las siguientes
figuras, no encontramos diferencias significativas para los valores de Calv,NO y

JawNO.
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C'alvNO
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0,00 ,

NO sl
Tratamiento corticoideo

Figura 21a. Valores medios de Calv,NO en el grupo de pacientes con y sin
tratamiento corticoideo.
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Figura 21b. Valores medios de JawNO en el grupo de pacientes con y sin
tratamiento corticoideo.

Al comparar las diferencias en los valores de ONe y J'awNO, entre el
grupo de sujetos sanos y los pacientes con asma, segun recibieran o no
tratamiento con corticoides inhalados, la diferencia fue significativa tanto entre
los pacientes que no recibian tratamiento con corticoides y los del grupo de
sujetos sanos, como entre los pacientes que si recibian tratamiento con
corticoides y los sujetos sanos. No encontramos diferencias para los valores de

Calv,NO. (Ver figuras 22 a-c).
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Figura 22a. Comparacion del resultado del 6xido nitrico exhalado en los
pacientes segun recibieran o no tratamiento con corticoides inhalado y el grupo
de sujetos sanos.
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Figura 22b. Comparaciéon del resultado del componente bronquial del éxido
nitrico exhalado en los pacientes segun recibieran o0 no tratamiento con
corticoides inhalado y el grupo de sujetos sanos.

156



0,9

0,7 1
0,6 1
0,5 1
0,4 -
0,3 1

ppb

ECalv,NO

Grupo sanos  Grupo asma sin  Grupo asma con
tratamiento tratamiento

Figura 22c. Comparacion del resultado del componente alveolar del 6xido
nitrico exhalado en los pacientes segun recibieran o no tratamiento con
corticoides inhalados y el grupo de sujetos sanos.

5.6.6 Oxido nitrico y prueba broncodilatadora

Entre el grupo de pacientes con asma, no fumadores y sin tratamiento
corticoideo (n=91), el 32% tuvo un TBD positivo.

Encontramos diferencias significativas en el nivel de ONe y J'’awNO
entre el grupo que presentd un TBD positivo y aquellos que no lo presentaron
(124,8 vs 61,1 ppb y 9766,6 vs 4885,6 pl/s respectivamente). No hubo
diferencias significativas para los valores de Calv,NO.

Los valores de ONe, y JawNO presentaron una correlacion positiva
significativa con el porcentaje de cambio de FEVi, y el de los flujos

mesoespiratorios en el TBD (Tabla 25).
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Tabla 25. Correlacion entre el porcentaje de cambio en el Test broncodilatador
para el FEV1, FVC y FEV2s.75, y el ONe, Calv,NO y J’awNO. Rho de Spearman.

ONe Calv,NO J’awNO

% Cambio FEV1  r=0,4, p: 0,001 r=0,2, p:0,09 r=0,3, p:0,004

% Cambio FVC r=0,2, p: 0,04 r=0,2p:0,1 r=0,2, p: 0,07

% Cambio

FEV 25.75% r=0,4,p:0,001  r=0,01,p:09  r=0,4,p: 0,001

5.6.7 Hiperrespuesta bronquial y nivel de 6xido nitrico exhalado

De los 91 pacientes diagnosticados de asma que no recibian tratamiento
con corticoides y eran no fumadores, 75 completaron el test de provocacién
bronquial. El valor medio de PC2o fue de 2,3 £ 2,4 mg/ml y de deltaFVC 10,2%
+ 5,6%. Encontramos una correlacion inversa entre los valores de deltaFVC y
los valores de ONe (r: -0,25; p= 0,03) y JJawNO (r: -0,25; p= 0,03), asi como
para los valores de PC2,y ONe y JawNO (r: -0,3; p= 0,02 y r: -0,25; p= 0,03,

respectivamente).

158



Tabla 26. Influencia de las diferentes variables sobre los valores de éxido
nitrico alveolar y bronquial en sujetos asmaticos (no fumadores y sin
tratamiento esteroideo).

Calv,NO Analisis J’awNO Analisis
(Condorelli) | Univariante (Condorelli) Univariante
(media £ DE) P (media £ DE) P
Sexo
Hombre 2,7+7,6 0.009 6439,1+ 4781,6 0,2
Mujer -0,6 +4,5 ’ 5119,1+ 4993,6
Edad
<30 0,7+3,8 4561,1 + 2863,8 0.03
30-50 1,3+8,9 0,7 7436,2 £ 6147,7 ’
>50 -0,2+29 4670,9 £+ 5265,8
IMC
Normopeso | -0,006 + 4,8 03 5826,5 £ 5124,3 0,9
Sobrepeso 1,2+6,9 ’ 5786,3 + 4946,3
Prick test 6204,8 + 4780,9
Positivo 1872 0.1 5235,1 + 5090,5 0.4
, -0,02+5,1
Negativo
IgE
> 100 1,8+84 0,2 6973,2 £ 5069,1 0,06
<100 -0,5+3,7 4648,7 £ 5967,9
Eosinofilia
€n sangre 0,1 8150,8 + 5350,1 0,01
2 6% "14£5,9 4870.7 + 45112
< 6% 1+59 T ’
TBD
Positivo 4,2+12,3 0,2 9766,6 + 6218,8 0,007
Negativo -0,05+ 3,5 4885,6 + 4597,3
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Tabla 27. Influencia de las diferentes variables sobre los valores de éxido
nitrico alveolar y bronquial en sujetos asmaticos (no fumadores y sin
tratamiento esteroideo).

Coeficiente de correlacién de Spearman

Calv,NO J’awNO
Edad r:-0,13 0,2 r:0,02 0,8
IMC r:-0,04 0,7 r:0,04 0,7
IgE r: 0,06 0,6 r:0,4 0,001
Eosinofilia r-0,1 0,3 r 0,4 0,001
en sangre
PC20 r: 0,4 0,8 r--0,25 0,03
deltaFVvC r: 0,01 0,9 r:-0,25 0,03
ACT r: 0,09 0,4 r:-0,2 0,9
ACQ r: 0,005 0,9 r:0,08 0,5
AQLQ-Sm r: -0,005 0,9 r0,1 0,4
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5.6.8 Oxido nitrico exhalado, nivel de gravedad y grado de control

de la enfermedad

Las puntuaciones de los cuestionarios sobre el control del asma; ACTy
ACQ fueron las siguientes (media + DE): 20,21 £+ 43 y 09 % 0,85,
respectivamente. No encontramos correlacion significativa entre los niveles del
ONe, Calv,NO y J'awNO, y las puntuaciones de dichos cuestionarios. Aunque
encontramos niveles mas elevados de ONe, Calv,NO y JawNO en los
pacientes con mayor gravedad de la enfermedad, las diferencias no fueron
estadisticamente significativas. Tampoco encontramos diferencias significativas
entre los pardmetros de inflamacion y los diferentes niveles de control del

asma ( Ver figuras 23y 24).
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Figura 23a. Valor medio de ONe y Calv,NO en los distintos grupos de
gravedad de asma en el conjunto de pacientes asmaticos sin tratamiento
esteroideo.
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Figura 23b. Valor medio de JawNO en los distintos grupos de gravedad de
asma en el conjunto de pacientes asmaticos sin tratamiento esteroideo.
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Figura 24b. Valor medio de J'/awNO en los distintos grupos de control de asma

en el conjunto de pacientes asméticos en tratamiento esteroideo.
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5.6.9 Oxido nitrico exhalado y calidad de vida

Las puntuaciones del cuestionario de calidad de vida AQLQ-Sm fueron
las siguientes (media + DE): puntuacion total: 5,7 £ 1,1, dimensién ahogo: 5,8+
1,1, estado de animo: 5,3 £ 1,3, restriccion social: 5,9 £ 1,2 y preocupacion:
5,7 1,1. No encontramos correlacion significativa entre los valores de ONe,
Calv,NO y J'awNO vy las diferentes puntuaciones del cuestionario de calidad de
vida. Por el contrario encontramos una correlacion moderada significativa entre
las distintas dimensiones del cuestionario de Sydney y el nivel de control de la

enfermedad medida por los cuestionarios ACT y ACQ ( ver Tabla 28).

Tabla 28. Correlacién entre las puntuaciones del cuestionario AQLQ-Sm vy el
nivel de control de la enfermedad, estimado por el ACT y ACQ. Rho de
Spearman.

Puntuacién ACT Puntuacién ACQ

Puntuacion global AQLQ-Sm r:0,7, P< 0,001 r:0,7, P< 0,001
Dimension ahogo r:0,7, P< 0,001 r:0,6, P< 0,001
Dimension estado de animo r:0,6, P< 0,001 r:0,6, P< 0,001
Dimension restriccion social r:0,5, P< 0,001 r:0,6, P< 0,001
Dimension preocupacion r:0,7, P< 0,001 r:0,7, P< 0,001
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5.7 CAPACIDAD DIAGNOSTICA DE LAS VARIABLES: ONe,
Calv,NO Y JawNO. RESULTADOS DEL ANALISIS

BAYESIANO

En el global de la poblacién de estudio, excluyendo fumadores y
pacientes en tratamiento con esteroides, se analizd el valor diagnostico de
ONe, Calv,NO y J'awNO (segun la ecuacion de Condorelli), a través del calculo
de la sensibilidad, especificidad y area bajo la curva ROC para cada punto de
corte. El punto de corte 6ptimo para ONe se estableciéo en 35 ppb con una
sensibilidad del 70% y especificidad del 88%, para JawNO fue 2500 pl/s con
una sensibilidad del 71% y especificidad del 87%, y para Calv,NO 2,5 ppb con
una sensibilidad del 26% y E del 87% (Ver Tablas 29-31). Las areas bajo la
curva para el diagnostico de asma fueron para ONe: 0,83 (95% IC 0.77-0.88),
JawNO 0.83 (95% IC: 0.77-0.88), y Calv,NO 0,45 (95% IC: 0,37-0,54) (Figura
25). Al analizar las aéreas por edades y género encontramos en jévenes e
independientemente del sexo un aumento del area bajo la curva para ONe 0,90

y JawNO 0,91. Ver Figuras 26 y 27.
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Figura 25. Curvas ROC indicando el valor diagnéstico para asma del ONe,
J’awNO y Calv,NO en la poblacién total del estudio.
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Figura 26. Curvas ROC indicando el valor diagnéstico para asma del ONe,
J’awNO y Calv,NO en el grupo hombres , menores de 30 afios.
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Figura 27. Curvas ROC indicando el valor diagnéstico para asma del ONe,
J’awNO y Calv,NO en el grupo mujeres , menores de 30 afos.
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Tabla 29. Valor diagndstico para ONe.

ONe S* E* VPP* VPN*
5 100% 0% 37% 100%
10 98% 11% 39% 94%
15 90% 33% 43% 85%
20 82% 58% 53% 84%
25 73% 75% 63% 83%
30 71% 85% 73% 83%
35 70% 88% 77% 83%
40 65% 92% 83% 81%
45 58% 94% 84% 80%
50 55% 95% 87% 78%

*S: sensibilidad, E: especificidad, VPP: valor predictivo positivo, VPN: valor predictivo negativo.
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Tabla 30. Valor diagndstico para J'awNO.

J’awNO S* E* VPP* VPN*
150 100% 1% 37% 100%
500 98% 3% 37% 80%

1000 92% 24% 42% 88%
1500 84% 53% 51% 85%
2000 72% 76% 63% 82%
2500 71% 87% 76% 84%
3000 64% 91% 80% 82%
3500 58% 94% 84% 79%
4000 54% 94% 89% 78%
4500 47% 98% 93% 76%

*S: sensibilidad, E: especificidad, VPP: valor predictivo positivo, VPN: valor predictivo negativo.
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Tabla 31. Valor diagndstico para Calv,NO.

Calv,NO S* E* VPP* VPN*
0,2 56% 39% 35% 60%
0,5 50%% 43% 34% 60%
0,8 42% 54% 35% 61%

1 38% 60% 36% 62%
15 33% 72% 41% 64%
2 27% 81% 46% 66%
2,5 26% 87% 54% 66%
3 19% 91% 55% 66%
3,5 16% 95% 67% 66%
4 14% 97% 72% 66%

*S: sensibilidad, E: especificidad, VPP: valor predictivo positivo, VPN: valor predictivo negativo.
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Si utilizamos como puntos de corte valores superiores a 50 o inferiores a
25, tal y como se proponen en el documento de la ATS84, el 39,1% de nuestros
asmaticos tendria valores superiores a 50 ppb mientras que un porcentaje
similar; 37,9%, presentaria valores inferiores a 25. En el grupo de sujetos
sanos un 75,9% tendria valores encuadrables en la normalidad ( inferiores a 25
ppb) mientras que hasta un 3,6% tendria valores superiores a 50. Tanto en
asmaticos como en el grupo de sujetos sanos un porcentaje en torno al 20%
tendria valores entre 25-50 ppb.
Tabla 32. Porcentaje de pacientes con valores de oxido nitrico superiores o

inferiores a 25-50 ppb ( puntos de corte propuestos por ATS para el diagndstico
de asma) en el global de la muestra entre asméaticos y sanos.

Asma N %
ONe < 25 ppb 168 75,9%
NO
ONe 25-50 ppb 45 20,5%
ONe > 50 ppb 8 3,6%
ONe < 25 ppb 90 37,9%
Sl ONe 25-50 ppb 55 23%
ONe > 50 ppb 92 39%
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En la figura 28, se muestra como utilizando para ONe el punto de corte
de 35 ppb, varian las probabilidades posprueba de presentar o no asma tras un
resultado positivo ( ONe > 35 ppb) o negativo ( ONe < 35 ppb). En nuestro
caso el mejor resultado se alcanza cuando la PPP est4 alrededor del 49% con
un intervalo de seguridad entre el 21 y el 81 %.

La figura 29 muestra los resultados para el J’awNO, siendo éstos

superponibles.
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Figura 28. Curvas de probabilidad posprueba de presentar asma tras un
resultado positivo ( linea gris) o de no presentarla tras un resultado negativo (
linea negra) utilizando una cifra de 6xido nitrico exhalado de 35 ppb como valor
de corte. El punto donde se cruzan ambas lineas se corresponde con la
probabilidad preprueba para ese valor de 6xido nitrico exhalado (0,48).

173



12 1,2

WValor predictivo positivo
onjebau oanoipald Jojep,

o 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1
Probabilidad preprueba

Figura 29. Curvas de probabilidad posprueba de presentar asma tras un
resultado positivo ( linea gris) o de no presentarla tras un resultado negativo (
linea negra) utilizando una cifra de 6xido nitrico bronquial de 2500 pl/s como
valor de corte. El punto donde se cruzan ambas lineas se corresponde con la
probabilidad preprueba para ese valor de 6xido nitrico exhalado (0,48).

Las ganancias diagnosticas para ONe y JJawNO se pueden visualizar en
las figuras 30 y 31. En funcion de la probabilidad preprueba (PPP en abscisas),
las dos curvas dan los valores de las probabilidades posprueba de la
enfermedad segun el resultado de la prueba sea positivo (curva superior) o
negativo (curva inferior). La ganancia diagnéstica aportada por un resultado
positivo en la determinacion de ONe ( ONe > 35 ppb) es igual a 0,41; mientras
gue la ganancia diagndéstica aportada por un resultado negativo (ONe < 35 ppb)
es igual a 0,19. La ganancia total o contenido diagndstico de la determinacion

de ONe, teniendo en cuenta la prevalencia de asma en nuestra muestra (0,36),

es igual a la suma de ambas ganancias: 0,6.
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Figura 30. Probabilidad posprueba después de un resultado positivo o negativo
de la prueba (ONe). G (+): ganancia positiva. G (-): ganancia negativa.

La ganancia diagnostica positiva para el punto de corte de J'awNO de
2500 pl/s fue de 0,4 mientras que la ganancia negativa fue de 0,2, siendo la

ganancia total de 0,6. Los resultados se muestran en la siguiente gréfica.
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Figura 31. Probabilidad posprueba después de un resultado positivo 0 negativo
de la prueba (J’'awNO). G (+): ganancia positiva. G (-): ganancia negativa.
Dichos resultados apoyan la utilidad del ONe en el estudio diagnostico
de asma en aquellos casos en los que se encuentre elevado, mientras que un
valor negativo no podria descartar la enfermedad. Los valores de JawNO
arrojan resultados similares a los del ONe, no aportando mayor valor al

diagnostico de la enfermedad.
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5.8 TECNICAS MULTIVARIANTES

El estudio de las interrelaciones existentes entre variables se hizo

utilizando técnicas del analisis multivariante.

5.8.1 Analisis factorial

Con el fin de identificar grupos homogéneos de variables que
correlacionen mucho entre si e independientemente de otras grupos o factores,
que nos ayuden a definir y explicar mejor la enfermedad, se realiz6 un andlisis
factorial. El objetivo del mismo fue analizar las correlaciones entre los
marcadores de inflamacion (Calv,NO y J'awNO) y el resto de variables clinicas,
demograficas y funcionales utilizadas habitualmente en la valoracion del asma.
Para ello, se incluyeron en el analisis, los pacientes diagnosticados de asma,
independientemente del tratamiento de mantenimiento con corticoides o de su
habito tabaquico. Para el estudio estadistico se utilizdé el analisis factorial de
componentes principales (Rotacién Varimax).

La solucién factorial obtenida detectd tres factores (varianza explicada
(VE) total = 52,2%). El primer factor (VE= 20,3%) indicé que al menos en las
mujeres atdpicas cuanto mayor es su edad y peso corporal mayor es también
el porcentaje de caida del FVC durante el test de provocacion bronquial. El
segundo factor (VE = 16,4%) sefial6 que cuanto menor es el grado de
obstruccion y de hiperrespuesta bronquial mejor es el estado de salud y el
grado de control de la enfermedad. El tercer factor (VE: 15,4%) agrupo los
valores de Calv,NO y JawNO (en relacion inversa) con el porcentaje de

eosinofilia en sangre periférica y un mayor grado de hiperrespuesta bronquial.
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Tabla 33. Matriz de cargas de factores rotados (método varimax) que
explica el 57,2% de la varianza.

Factores resultantes del analisis factorial*

1 (20,3%) 2 (16,4%) 3 (15,4%)

Edad 0,8

Sexo 0,6

IMC 0,5

FEV1 0,6

Delta FVC 0,7

PC2o 0,7 -0,4
Atopia 0,6

Eosinofilia periférica 0,8
ACQ -0,7

AQLQ-Sm 0,7

Calv,NO -0,6
J’awNO 0,8

*Entre paréntesis figura el porcentaje de la varianza que explica cada factor
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DISCUSION

“Lo propio del saber no es ni ver ni demostrar, sino interpretar”

Michel Foucault






6 DISCUSION

Existen multiples trabajos publicados en los que se analiza el papel del
ONe en el diagndstico del asma, sin embargo todavia se dispone de poca
informacion sobre sus componentes alveolar y bronquial y su posible utilidad
en la toma de decisiones diagnésticas o terapéuticas. Este estudio, fue
disefiado para determinar los valores de normalidad de los componentes
alveolar y bronquial del ONe, y evaluar su aplicabilidad en la valoracion global
del paciente asmatico.

Los objetivos de nuestro trabajo han sido principalmente dos:

- Determinar la utilizad, y eficacia del oxido nitrico exhalado y sus
componentes alveolar y bronquial en el diagnéstico del asma.

- Evaluar el comportamiento de ONe, JJawNO y Calv,NO, en relacién al
resto de indicadores clinicos, de laboratorio y funcionales de la

enfermedad.

6.1 VIABILIDAD Y REPRODUCIBILIDAD DEL OXIDO NITRICO
EXHALADO Y SUS COMPONENTES ALVEOLAR Y

BRONQUIAL

La determinacion del 6xido nitrico exhalado por la técnica online, de
espiracion constante a volumen corriente nos ha permitido cuantificar
indirectamente y de forma rapida, sencilla y fiable la inflamacion de la via aérea
en el asma. En nuestro trabajo todos los sujetos incluidos, tanto en el grupo de
pacientes afectos de asma como en el grupo control, fueron capaces de

realizar la determinacion del ONe a 50 ml/s. Ninguno de ellos describi¢ efectos
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secundarios o reacciones adversas a la prueba. Tanto el grupo de pacientes
como el de sujetos sanos realizaron varias espiraciones, desde capacidad
pulmonar total, a 4 flujos de espiracion constante distintos; 100, 150, 200 y 250
ml/s. Encontramos dificultades para obtener los valores de Oxido nitrico
exhalado a flujos iguales o superiores a 200 ml/s, tanto en el grupo control
como en el grupo de pacientes. Dada la fuerte correlacion entre los valores de
ONe obtenidos a 50 ml/s y a 250 m/s, tal y como se ha descrito previamente
202 ytilizamos una férmula de regresion lineal, publicada en la literatura, para
estimar de manera indirecta el valor del ONe a 250 ml a partir de los valores a
50 ml/s. Las determinaciones de ONe medido a 250 ml/s y su valor predicho
(utilizando la ecuacion de regresion lineal) fueron equivalentes. La media de las
diferencias (ONe 250 medido - ONe 250 predicho) fue de — 4,7 ppb con un
intervalo de concordancia del 95% que oscil6 entre -18,2 y 8,8. De esta manera
comprobamos que en aquellos pacientes que no pueden completar la
determinacién del ONe a 250 ml/s, ésta podria estimarse indirectamente
utilizando la ecuacion propuesta, permitiendo asi el desarrollo del modelo
bicompartimental.

Para el calculo de Calv,NO y JJawNO se utilizaron los valores correspondientes
a los flujos de 100 y 150 ml/s. La técnica de espiracidon constante a multiples
flujos permiti6 determinar de forma sencilla, fiable y precisa los valores de
Calv,NO y JJawNO.

Reproducibilidad en la medicién del 6xido nitrico en aire exhalado.

En nuestro trabajo analizamos la reproducibilidad del ONe, asi como de
los valores de Calv,NO y J'awNO, en un subgrupo de sujetos sanos. Para

determinar los valores de Calv,NO y JawNO, aplicamos el modelo
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bicompartimental segun Tsoukias. Todos los valores mostraron una
adecuada repetitividad, presentando escasa variabilidad a lo largo de los
dias. Estos resultados son comparables con los obtenidos en trabajos previos
como el de Kharitonov et al *3, en el que se determiné el ONe en 59
individuos (30 sanos y 29 diagnosticados de asma leve) durante cinco dias
consecutivos en los adultos y dos dias consecutivos en los nifios. La medicion
se realizé también con un analizador de quimioluminiscencia, siguiendo las
recomendaciones de la ATS, recogiéndose en cada sesion 3 exhalaciones
correctamente practicadas. La reproducibilidad tanto en sujetos sanos como
asmaticos fue muy elevada e incluso superior a la estudiada con los métodos
convencionales para analizar la inflamacion, con un coeficiente de
reproducibilidad de 2,11 ppb y un CCI de 0,99 (limites de concordancia del
andlisis de Bland-Altman + 2,92 ppb). Estos resultados también fueron
objetivados por el grupo de Bohadana et al?®® quienes analizaron la
reproducibilidad del ONe, en 39 sujetos sanos, durante cinco dias
consecutivos, sin encontrar diferencias significativas entre las diferentes
determinaciones (limites de concordancia del analisis de Blant y Altman *
3,56). Tampoco encontraron diferencias en funcion del sexo o entre
fumadores y no fumadores.

Sanchez et al?** analizaron la reproducibilidad intradia, al estudiar las
cifras de ONe obtenidas de forma consecutiva en un mismo dia (tres
determinaciones separadas por 10 min) en un mismo sujeto sano. Ademas
demostraron que las concentraciones obtenidas de ONe eran independientes

de la dieta, sexo e IMC.
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Concordancia entre modelos de calculo para la obtenciéon de J'awNO vy

Calv,NO.

Durante las ultimas décadas, se ha intensificado el estudio de los
cambios dinamicos del ON en la via aérea, desarrollandose diferentes
modelos matematicos que permiten cuantificar los distintos parametros
independientes del flujo.

En la descripcion inicial del modelo bicompartimental se utilizaron 2
flujos de espiracion, entre 100 y 500 ml/s y se calcularon los parametros
JawNO y Calv,NO que se obtienen de contrastar la concentracion de ON
para cada flujo utilizado (VNO, pl/s) con el flujo espiratorio de cada
espiracion (VE, ml/s) de tal forma que la pendiente de la recta resultante es
Calv,NO vy la interseccion es J’awNO. Las ecuaciones de Tsoukias et al y
Pietropaolli et al, entre otras, permitieron su calculo.

En nuestro trabajo los valores de Calv,NO y J'awNO fueron calculados
segun las ecuaciones de Tsoukias'®® y Pietropaoli 1%7. El andlisis de
concordancia entre los valores obtenidos por ambos modelos matematicos
mostré una alta coincidencia, tanto en el grupo de sujetos sanos como en el de
asmaticos, siendo ambos calculos equivalentes, y por tanto intercambiables sin
necesidad de introducir ajustes.

Modelo bicompartimental y modelo de difusion axial.

También hemos comprobado como la aplicacion del modelo de difusion
axial, tal y como queda reflejado en la literatura, supone una correccion en los
valores de JawNO y Calv,NO, mostrando un descenso en el valor de 6xido

nitrico a nivel alveolar y un aumento del componente bronquial 162:170.205,

184



6.2 VALORES NORMALES DE OXIDO NITRICO EXHALADO,
ALVEOLAR Y BRONQUIAL

Los valores de ONe varian dependiendo de los métodos de
determinacion utilizados y de las caracteristicas de la poblacién de estudio.
Debido a ello existen en la literatura multiples analisis con ecuaciones de
prediccién que intentan establecer valores de referencia y que muestran una
gran variabilidad asi como un bajo valor predictivo?%62%7  incluso inferior a las
ecuaciones sobre valores espirométricos, en parte justificado por los multiples
factores de confusién que interfieren en la determinaciéon de ONe?%,

Asi en 2006, Olivieri et al 2°° en 204 sujetos sanos, no fumadores, no
atopicos y con edades entre 19-65 afos establecié un valor medio de ONe de
10,9 + 4,7 ppb y unos valores de referencia entre 3,8 y 19,7 ppb. Mas tarde,
Travers et al?® en 193 individuos sanos demostraron unos valores de
referencia entre 7,8 £ 41.1 ppb, independientemente de la edad, y encontraron
valores superiores en el sexo masculino, en los sujetos con atopia y en los no
fumadores.

En nuestro estudio, los valores medios + DE para ONe, Calv,NO y
J’awNO fueron: 18,7 £ 8,6 ppb (intervalo de referencia : 2,6 - 36 ppb ), 09+ 1,4
ppb (intervalo de referencia: -(2,1) - 3,7 ppb) y 1410,5 + 715,7 pl/s (intervalo de
referencia: 86,4- 2879 pl/s), respectivamente. Los valores de ONe coinciden
con los expuestos anteriormente por otros autores. En la tabla 30 se resumen
la metodologia y resultados de la determinacion del Oxido nitrico en las
publicaciones mas relevantes de la ultima década.

Mas recientemente, y ante los resultados dispares de los valores de

referencia propuestos en los ultimos afios, algunos autores plantean el uso de
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puntos de corte que permitan mejorar el rendimiento diagndstico del ONe. Asi
por ejemplo, en el trabajo de Shaw et al*'° se propone un punto de corte de 26
ppb como valor clinicamente significativo, al correlacionarse con un recuento
de eosindfilos en esputo inducido > 2%. Teniendo en cuenta las limitaciones de
las ecuaciones de referencia y de acuerdo con esta nueva metodologia, en
2011 la ATS recomendd usar puntos de corte de ONe clinicamente
significativos, con el objetivo de discernir entre asmaticos y sanos,
estableciendo que una ONe > 50 ppb (35 ppb en < 12 afios) era un indicador
de inflamacion eosinofilica y de respuesta al tratamiento con corticoides y una
cifra < 25 ppb (20 en < 12 afios) indicaba lo contrario 8.

Choong See et al?'1, con el fin de validar los puntos de corte propuestos
por la ATS asi como de establecer rangos de normalidad propios, examinaron
13.275 sujetos sanos entre 6 y 80 afios de edad, participantes de la Encuesta
Nacional de Examen de Salud y Nutricibn 2007-2010 de EEUU (National
Health and Nutrition Examination Survey -NHANES). Determinaron el ONe a
una tasa de flujo espiratorio de 50 ml/s usando un dispositivo de
quimioluminiscencia y siguiendo las recomendaciones de la ATS y la ERS. Los
autores objetivaron que en la poblacion infantil (6-11 afios) los valores de ONe
entre los percentiles 5° y 95° se encontraban entre 3.5 y 36 ppb, mientras que
en mayores de 12 y hasta los 80 afios de edad, estos valores oscilaban entre
3.5 y 39 ppb. Esto significa que valores de ONe > 36 ppb en menores de 12
afios y > 39 ppb en adultos son indicadores de la inflamacién en la via aérea.

Las ecuaciones de prediccion explicaron solamente el 10.3 % de la
variacion del In(ONe) entre los 6 y 11 afios de edad, y el 15.7% entre los 12 y

80 afios. Entre un 39 y 45% de la poblacion general presento valores de In

186



(ONe) superiores a dos desviaciones estandar sobre las medias estimadas. A
la luz de los resultados, los autores manifiestan que en la poblacion general
existe una amplia variacion de ONe hecho que dificulta la determinacion de
valores de normalidad y la prediccion de los mismos por modelos de regresion
lineal maltiple. Los autores asumen que el 95% de la poblacion sana de EE.UU
no tiene inflamacién de las vias aéreas clinicamente significativa, sin embargo
aplicando sus propios puntos de corte calculan una prevalencia de inflamacion
de la via aérea, en individuos sanos, del 39% en < 12 afios y 44% entre los 12
y 80 afos. Por otra parte aplicando los umbrales superiores de la ATS (35 ppb
y 50 ppb) estas cifras serian del 5% y 3%, respectivamente. Estos resultados
sugieren que la poblacién con alteraciones de la ONe no excede el 5% y que,
tal como recomienda la ATS aplicar valores umbrales resulta mas apropiado
gue recurrir a los rangos de referencia.

Nuestros datos muestran que en el grupo de sujetos sanos ninguno
presentd valores de ONe superiores al umbral de 50 ppb propuesto por la ATS
mientras que en el grupo de asmaticos hasta un 38,4% presenta valores
inferiores a 25 ppb. Si ajustamos el andlisis excluyendo fumadores y
antecedentes de atopia 0 rinitis y sujetos en tratamiento corticoideo
encontramos datos similares; ninguno de los sujetos sanos con valores de ONe
> 50 ppb y un 26,4 % de los pacientes con valores de ONe < 25 ppb.

En nuestro trabajo, estudiamos los puntos de corte con mayor
sensibilidad y especificidad para definir asma, aplicando el anélisis bayesiano,
siendo para el ONe de 35 ppb. Teniendo en cuenta dicho valor encontramos 12
sujetos sanos con niveles superiores al mismo, mientras que 111 asmaticos

(47%) presentaban niveles < 35 ppb de ONe. Si seleccionamos solo aquellos
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sujetos sin antecedentes de tabaquismo o tratamiento esteroideo encontramos
27 pacientes (29,6%) con niveles bajos. Estos datos se aproximan a los
obtenidos aplicando los puntos de corte de ATS. Confirmamos asi el valor de
su uso en el estudio diagndstico de la enfermedad, siendo un resultado
negativo, poco util para descartar la enfermedad.

Existen pocas publicaciones en las que se determine los valores de
normalidad para Calv,NO y JawNO obtenidos, aplicando el modelo
bicompartimental y las correcciones para la difusion axial de Condorelli.
Hogman et al?'?> mostré valores entre 0 y 4 ppb para Calv,NO y Gelb et al?!3
rangos entre 0,8 y 6,6 ppb y diferencias significativas con la edad.

En nuestro trabajo, el valor medio de Calv,NO, segun Tsoukias y
Condorelli, (2,1 £ 1,5 ppb y 0,9 £ 1,4, respectivamente), se encuentra dentro de
los valores de referencia descritos en la literatura médica para personas sanas
(1,0-5,6 ppb) 167171212214 " 3| jgual que los valores de JawNO (831,8 + 417,8
pl/s y 1410,5 £ 715,7 pl/s, respectivamente) cuyo rango de referencia en la

literatura se sitGa en torno a 420-1.280 pl/s 80.153156,157,159,167
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Tabla 34. Metodologia y resultados de la determinacion del 6xido nitrico
exhalado en adultos sanos.

“Valores

Autor n Poblacion ” Analizador
normales
Kharitonov . NIOX
2003143 59 Adultos y nifios 16,3 ppb (Aerocring AB,
Stockholm,
Sweden)
Buchvald 405 Nifios 4-17 afios 9,7 ppb NIOX
2005215 (Aerocrine AB,
Stockholm,
Sweden)
Varones no fumadores 4,5-20,6 ppb CLD 88
Olivierei 204 no asma (Ecomedics,
2006209 _ Switzerland)
Mujeres no fumadores no
3,6-18,6 ppb
asma
. NIOX
2(%;216 3,376 Adultos con o si atopia 25-56 ppb (ASetr(())cflilr?:l rﬁ’B’
Sweden)
Hombres no fumadores
no atépicos 9,5-47,4 ppb
Hombres no fumadores
atopicos 11,2-56,5 pp
Hombres fumadores no
atopicos 7,5-38,4 ppb
Hombres fumadores y
Travers atopicos 8,8-45,9 ppb NIOX
007210 3500 Mujeres, no fumadoras (Aseroc””e AB,
. tockholm,
no atopia 7,5—37,4 Sweden)
Mujeres, no fumadoras,
atopia 8,8-44,6
Mujeres, fumadoras, no
atopia 5,9-30,5
Mujeres, fumadoras,
atopia 6,9-36,4
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Hombres no fumadores

no atépicos,165 cm 19,5 ppb
Hombres no fumadores 291

atopicos, 165 cm L PP

Hombres fumadores no 12,2 ppb

atopicos, 175 cm
Hombres fumadores y
Dressel 897 atopicos, 165 cm
2008206 Mujeres, no fumadoras
no atopia, 160 cm

Mujeres, no fumadoras,

18,3 ppb NOA 280,
Sievers ,
15,7 Boulder, CO

atopia, 160 cm 23,5

Mujeres, fumadoras, no 99
atopia, 160 cm '

Mujeres, fumadoras, 147

atopia, 160 cm

*Adaptado de Interpretation of exhaled nitric oxide levels for clinical
applications. An oficial ATS clinical practice Guideline®.

6.3 UTILIDAD DE LA DETERMINACION DE OXIDO NITRICO

EXHALADO

Se han propuesto diversas utilidades para la determinacion de Oxido
nitrico exhalado, algunas de las cuales hemos podido valorar en el grupo de
estudio:

a) Ayuda en el diagnostico de asma.

En nuestro estudio el valor medio del ONe en el grupo de asmaticos (sin

tratamiento corticoideo ni historia de tabaquismo) fue de 71,1 ppb,

mientras que en el grupo control fue de 19,6 ppb, siendo la diferencia
estadisticamente significativa.

Los valores de Calv,NO y JJawNO en el grupo de asmaticos fueron de

0,7 ppb y 5655,8 pl/s respectivamente y en el grupo de sanos 0,9 ppb y

1491,1 pl/s. También encontramos diferencias estadisticamente

significativas para los valores de J/awNO.
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Sin embargo, hubo una superposicion amplia de valores entre el grupo
de pacientes y el grupo control, por lo que la determinacién del ONe o
de J'awNO, tal y como queda reflejado en trabajos previos no siempre
nos permite discriminar adecuadamente entre la poblacion sana y la
asmatica. Sabemos que el oxido nitrico es un marcador de inflamacion
eosinofilica y es posible que en muchos de nuestros pacientes la
inflamacion presente sea de tipo neutrofilico y no condicione elevaciones
de oxido nitrico, ademas en pacientes que han sido tratados con
corticoides, su valor podria ser falsamente negativo asi como en
pacientes fumadores en los que la determinacién de ONe tendria un uso
limitado. La relacién entre inflamacion neutrofilica y asma podria estar
relacionada con la mayor produccion de nitritos y de L-citrulina en lugar
de L- arginina con la consiguiente disminucion de ON por lo que los
pacientes con inflamacion neutrofilica presentarian valores de ONe
disminuidos?'’.

También existen trabajos que han comprobado la utlidad de los
parametros que caracterizan el modelo bicompartimental, estudiando la
capacidad de J'awNO para discriminar entre asma y no asma?!8, siendo
ésta similar a la del ONe.

En general se considera que el Calv,NO no suele estar elevado o
experimente un leve incremento en los pacientes con asma!’?, debido a
la menor cuantia de la produccion alveolar como al aumento de la
capacidad de difusion alveolo-capilar, que facilita su rapido paso al lecho
vascular, donde se une a la hemoglobina. En nuestro analisis, no

encontramos diferencias en los niveles de Calv,NO.
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b) Identificacion de fenotipos.
En la literatura también hay varios trabajos que sugieren que el ONe
podria diferenciar los distintos fenotipos de asma, al reflejar la
inflamacién eosinofilica de la via aérea 195109113137 Nosotros
observamos valores mas elevados de ONe y JJawNO entre los sujetos
que presentaban una recuento de eosinofilos superior al 6%, siendo las
diferencias estadisticamente significativas. También los pacientes con
antecedentes de pruebas cutaneas positivas, tenian valores de 6xido
nitrico, Calv,NO y J'awNO, superiores a aquellos sin antecedentes de
atopia, aunque las diferencias no fueron estadisticamente significativas.
c) Ayuda en la monitorizacion de la enfermedad y del tratamiento.

El tratamiento antiinflamatorio con corticoides inhalados y sistémicos,
reduce las concentraciones de ONe de forma répida, y dosis
dependiente permitiendo su utilidad en el control del asma®#6-148, En
nuestro trabajo hemos observado que la poblacibn asmatica sin
tratamiento corticoideo tiene un valor mayor de ONe y JawNO que los
que pacientes que llevan tratamiento con corticoides, siendo las
diferencias estadisticamente significativas para los valores de ONe.
También encontramos diferencias entre los valores de Oxido nitrico
exhalado y JawNO, entre los sujetos sanos y el grupo de tratamiento
esteroideo siendo los niveles menores en el grupo sujetos sanos. No
encontramos diferencias significativas en cuanto a los valores de 6xido

nitrico alveolar.
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Existen multiples trabajos que han analizado la capacidad del 6xido
nitrico de orientar la respuesta al tratamiento con corticoides!46147. Se ha
comprobado que en pacientes con asma leve-moderada, valores
elevados de O&xido nitrico predicen una perdida de control de la
enfermedad si se reduce o abandona el tratamiento corticoideo, mientras
que niveles bajos pronostican una retirada segura 219220,

De manera similar, se ha demostrado que el J'/awNO es sensible a los
corticoides inhalados, asi en el estudio de Lehtimaki et al, en 40 adultos
con asma moderada-grave, el tratamiento con fluticasona disminuia los
valores de JawNO. A su vez se ha objetivado que la disminucion del
J'awNO inducida por los corticoides inhalados, se asocia a una
reduccion de la intensidad de los sintomas de asma, a una mejoria de la
funciébn pulmonar y a una disminucibn de marcadores séricos de
inflamacion eosindfila'®®. En nuestro grupo, los pacientes con
tratamiento corticoideo presentaban valores méas bajos de JawNO, sin

embargo las diferencias no fueron significativas.

6.3.1 Limitaciones de la determinaciéon de 6xido nitrico exhalado

Entre los factores que influyen en la determinaciébn del ONe
encontramos:

a) Las contaminaciones por ON externo o nasal. En nuestro trabajo hemos
descartado la contaminacion ambiental dado que la inspiracion se realizaba
desde el circuito a través de un filtro de cero y al espirar el sistema genera
una presion de al menos 3-5 cmH20, que ayuda a cerrar el paladar
blando, y contribuye también a evitar la contaminacién nasal y paranasal.

b) Existen algunos trabajos que demuestran que existe un ritmo circadiano
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en la produccién de 6xido nitrico exhalado constatandose que a primeras
horas de la mafana es mayor. En nuestro estudio todas las
determinaciones fueron realizadas por la mafiana para evitar posibles
factores de confusion.

c) El ONe varia con el flujo; a menor flujo, mayor ONe. En nuestro
trabajo utilizamos la técnica de espiracién constante a diferentes flujos.
Una limitacion de nuestro estudio vino dada por la dificultad de realizar
la espiracion a flujos superiores o iguales a 200 mi/s.

d) Maniobras respiratorias: Se ha descrito una disminucién de los niveles
de ON tras la realizacion de espirometria forzada. En nuestro trabajo
todas las determinaciones de 6xido nitrico se realizaron previamente a
la realizacion de otras maniobras respiratorias (espirometria, TPB).

e) Alimentos: Se ha demostrado que el consumo de alimentos ricos en
nitratos, las bebidas con cafeina y agua pueden afectar los niveles de
ONe, es por ello que los sujetos en nuestro trabajo no habian ingerido

ningun alimento dos horas antes de la prueba.

6.4 ANALISIS DE FACTORES QUE INFLUYEN SOBRE LA

DETERMINACION DE OXIDO NITRICO EXHALADO

6.4.1 Factores fisiolégicos, ambientales y patolégicos

Existen parametros fisioldgicos como la edad y el género, ambientales
como el tabaco, y patoldgicos que podrian influenciar los niveles de éxido nitrico

exhalado:
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6.4.1.1 Edad

En la literatura no existen datos consistentes acerca de la relacion entre el
ONe y la edad. La mayoria de los estudios muestran valores de ONe superiores a
medida que aumenta la edad 296221, Algunos autores postulan el aumento de
tamafio de la via aérea con la edad o cambios en la difusion de ON como posibles
causas???,

Nosotros encontramos en el grupo de sujetos sanos, una correlacion débil
aunque estadisticamente significativa entre la edad y el valor del ONe y J'awNO.
En el grupo de asmaticos no objetivamos dicha correlacion.

En el grupo de sanos, los niveles de ONe, JJawNO y Calv,NO tienden a
aumentar progresivamente con la edad tanto en hombres como en mujeres.

En los pacientes con asma, los valores mas altos los encontramos en el

conjunto de mediana edad, siendo los valores similares en los jovenes y mayores.

6.4.1.2 Género

Existen discrepancias respecto al grado de influencia del género y el por
qué de éste. El estudio de Olin et al?*?! objetivd, valores inferiores de ONe en
mujeres respecto a los hombres. Esta menor concentracién puede deberse
entre otros factores a una menor sintesis endégena de ON, diferencias en la
altura, o a un area menor de superficie de la via aérea que favorece una
disminucion en la capacidad de difusion de ON. También se han estudiado la
influencia del estado hormonal y el ciclo menstrual con resultados
contradictorios?23,

Nosotros encontramos unos niveles de JawNO, Calv,NO
significativamente mayores en el sexo masculino respecto al femenino tanto en

el grupo de pacientes y asi como de ONe y J'awNO en el grupo control.
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6.4.1.3 Peso

No encontramos diferencias significativas entre los valores de oxido nitrico
y el peso en el grupo de pacientes asmaticos. En el grupo de sujetos sanos
encontramos una correlacién positiva siendo los valores de ONe y J'awNO
superiores en el grupo de sujetos con sobrepeso. Los datos de la literatura al
respecto son ambiguos. Existen trabajos que muestran una correlacion positiva
entre peso y ONe??4226 asi como una disminuciéon en pacientes que perdieron
peso?2%, sin embargo no existen estudios poblacionales que demuestren esta
asociacion en sujetos sanos. Por otra parte, la obesidad en pacientes asmaticos
se ha asociado con un descenso de los niveles de ONe, independientemente de
la gravedad del asma??7-?2%, sin demostrarse efecto de la perdida de peso en
dichos valores?3°, En nuestro grupo de pacientes asmaticos la mayoria se
encontraban en situacion de normopeso o sobrepeso ligero, hecho que puede
justificar la ausencia de correlacion entre los niveles de oxido nitrico y ONe.

No encontramos correlacién, ni en el grupo de sujetos sanos ni en el de

asmaticos, entre el peso y la Calv,NO.

6.4.1.4 Tabaquismo

Se han demostrado valores de ONe inferiores en los individuos
fumadores respecto a los no fumadores?3!, estos hallazgos se han atribuido a la
disminucion de la actividad de la iINOS en las células epiteliales bronquiales y de
eNOS en la células endoteliales por el efecto del tabaco?32:2%,

En nuestro trabajo también encontramos diferencias significativas en
cuanto a los niveles de ONe y J'awNO en relacion al habito tabaquico, tanto en
el grupo de sujetos sanos como en el de asmaticos. No encontramos dichas

diferencias para los valores de Calv,NO, que tiende a estar mas elevado en el
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grupo de fumadores, posiblemente debido a un aumento de la actividad
inflamatoria a nivel alveolar o de los bronquiolos respiratorios inducida por el

tabaco.

6.4.1.5 Atopia

Diversos trabajos han investigado las posibles diferencias en los niveles
de ONe entre asmaticos atdpicos y no atépicos. Parece que hay acuerdo en
gue el ONe seria mayor en sujetos asmaticos con antecedentes de alergia,
independientemente de la funcién pulmonar?34.

Nosotros encontramos, al igual que en la bibliografia, una relacion
directa entre el ONe y la eosinofilia. En cambio dicha relacion no se mantuvo
con el nivel de IgE total.

En la bibliografia también se asocia la positividad del prick a
neumoalergenos con mayores niveles de ONe En nuestro caso, aunque los
valores de ONe fueron superiores en los sujetos afectos de asma con prick test

positivo, la diferencia no fue significativa.

6.4.1.6 Tratamiento

Se ha descrito ampliamente cémo el tratamiento esteroideo reduce los
niveles de ONe’6:150235236  Es por ello que se ha propuesto su uso para evaluar
la respuesta al tratamiento y la cumplimentacion del mismo. En nuestro trabajo
encontramos niveles reducidos de ONe y J'”awNO en pacientes en tratamiento
con corticoides y/o antagonistas de los leucotrienos. No encontramos influencia
sobre los valores de Oxido nitrico alveolar. En general, nuestro grupo de
pacientes asmaticos, eran asmas estables con una afectacion funcional leve y un

buen grado de control con niveles basales bajos Calv,NO.
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6.5 RELACION DE LOS MARCADORES DE INFLAMACION CON
LAS VARIABLES UTILIZADAS EN LA EVALUACION DEL

PACIENTE ASMATICO

6.5.1 Oxido nitrico y funcién pulmonar

En la literatura, tampoco existen estudios concluyentes que indiquen una
clara relacion entre los niveles de ONe 0 sus componentes alveolar y bronquial
y los parametros habituales de funcién pulmonar. Los trabajos publicados hasta
la fecha, muestran resultados discordantes y relaciones muy débiles, que
ademas, tienden a desaparecer cuando los pacientes son tratados con
corticosteroides. Es frecuente encontrar pacientes con asma alérgica y niveles
de ONe elevados que presentan pruebas funcionales normales. Por otra parte,
en asmas graves que presentan importante alteracion funcional podemos
objetivar valores de 6xido nitrico bajos, reflejando aspectos distintos y a la vez
complementarios de la enfermedad.

En nuestro trabajo no encontramos correlacion significativa entre los
valores de oOxido nitrico y el grado de obstruccién bronquial estimado mediante
el cociente FEV1/FVC, ni con los valores de FVC ni FEV1. Por el contrario, si
gue encontramos correlacion significativa entre los valores de ONe y el
porcentaje de cambio del FVC, FEV1 y flujos mesoespiratorios en la prueba
broncodilatadora, y entre el JJawNO y el porcentaje de cambio para FEV1y los
flujos mesoespiratorios en el test broncodilatador. No encontramos correlacion
entre los valores de Calv,NO y las pruebas de funcién pulmonar.

En este sentido, el trabajo de Ciprandi et al, centrado en poblacién

pediatrica con antecedentes de atopia y con asma o rinitis, evidencié una
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marcada correlacion entre el ONe y la respuesta al test broncodilatador,
sugiriendo el papel de la determinacibn del ONe como predictor de la
reversibilidad bronquial®®’. Los valores de ONe pueden verse influenciados por
el calibre de la via aérea, motivo por el que algunos autores sugieren
interpretar los cambios en sus valores en el contexto de los cambios en el
grado de obstruccion de la via aéreas y proponen su uso como biomarcador
que refleja tanto la inflamacion en la via aérea como los cambios en la funcion
pulmonar?s,

La relacién del JJawNO con la reversibilidad bronquial se evalué en el
trabajo de Puckett et al'®® en 179 nifios con asma leve (69 sin tratamiento
previo con esteroides) y en 21 controles sanos no atdpicos ni asméatico de la
misma edad, la repuesta broncodilatadora alcanz6 una moderada correlacion el
con JawNO, aunque solo en los nifos que no habian recibido tratamiento
corticoideo. Se comprob6 que un incremento del FEV1 > 8% tras la
administracion de broncodilatadores presenta un elevado valor predictivo
positivo para detectar un J’awNO elevado.

En nuestro estudio tanto el ONe, como el J'awNO reflejarian el grado de
reversibilidad a la obstruccion de la via aérea siendo un predictor de la

respuesta al tratamiento broncodilatador.

6.5.2 Oxido nitrico e hiperrespuesta bronquial

La relacion entre el metabolismo del éxido nitrico y la reactividad
bronquial en el asma también es compleja. Parece existir una correlacion entre
la determinacion de ONe y la presencia de hiperreactividad bronquial medida

por la concentracion de metacolina a la que la que se detecta un descenso del
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20% del FEV1% basal (PC20), en pacientes jévenes con asma atbpica y no
atépica para inhalacién con histamina’83239-241,

En el presente trabajo, hallamos una correlacién negativa y significativa
entre el grado de hipersensibilidad medido por la PCz y el de inflamacién
bronquial. En relacién a ésto, Lehtimaki el al'®’, objetivd, en pacientes con
asma estable y sin uso previo de corticoides inhalados, una correlacion entre
el JJawNO vy la hiperrespuesta bronquial, en concreto con la pendiente de la
curva dosis- respuesta de metacolina.

También encontramos correlacion entre los valores de deltaFVC, que
reflejarian el grado de atrapamiento aéreo durante el TPB y los niveles de ONe
y su componente bronquial.

No encontramos correlacién entre los valores de Calv,NO y los datos de
hiperrespuesta bronquial o atrapamiento aéreo, quizas porque ambas, reflejan
caracteristicas propias de las vias aéreas de cada paciente, sin relacién con la

inflamacioén mas distal.

6.5.3 Correlacion con medidas del control y calidad de vida en la

enfermedad

Si los niveles de oOxido nitrico reflejan el grado de control de la
enfermedad es un tema todavia a debate.

En nuestro trabajo los niveles de Calv,NO y J'”awNO no han sido utiles
para diferenciar grados de gravedad o control del asma. Tampoco encontramos
correlacion entre los valores de o6xido nitrico y las puntuaciones del
cuestionario ACT y ACQ. Sin embargo, algunos autores como Senna et al han
encontrado una correlacion entre los niveles de ONe a 50 ml/s y los valores de

ACT en pacientes con asma de reciente diagnéstico y sin tratamiento
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esteroideo?*?. Ademas, Michils et al mostraron que la capacidad del ONe de
predecir el grado de control de la enfermedad se reduce en pacientes que
utilizan tratamiento corticoideo, hecho que podria explicar la discrepancia de
resultados?*®. Mas tarde los mismos autores han objetivado que valores altos
de ONe (> 45 ppb) excluyen un buen control del asma, estimado con el
cuestionario ACQ de una forma fiable ( VPN: 89%)2*4. Menzies et al también
encontraron una correlacion significativa entre los niveles de ONe y los
sintomas de la enfermedad?*®. Sin embargo, trabajos mas recientes muestran
resultados contrarios, y al igual que nuestro trabajo, no encuentran correlacion
significativa entre los valores de los cuestionarios de control de la enfermedad y
los niveles de ON246247  hecho que resulta comprensible ya que no es
infrecuente encontrar pacientes asintomaticos con evidencia de actividad
inflamatoria y al contrario, pacientes muy sintomaticos con escasa inflamacion,
probablemente porque los cuestionarios de control de la enfermedad y la
determinacion del éxido nitrico miden aspectos diferentes de la enfermedad.
Existen pocas publicaciones que analicen la relacion entre el control de
la enfermedad y los componentes alveolar y bronquial del ON. En una cohorte
de 44 pacientes asmaticos, no fumadores, y en situacion de estabilidad clinica
en tratamiento con corticoides inhalados, Gelb et al encontr6 que niveles
elevados de Calv,NO aumentan por 3 el riesgo relativo de exacerbacion grave (
IC 95%; 0,9-9,9) y valores anormales de J'awNO aumentan el riesgo por 2,4 (
1,0-5,6), sugiriendo una asociacion entre Calv,NO y grado de control?*8. Sin
embargo, en dicho estudio los valores de Calv,NO fueron sobreestimados ya
gue no se corrigieron para la difusion axial. Nuestros resultados confirman los

datos de Berry et al que no encuentra correlacion entre los componentes

201



alveolar y bronquial de ON y el cuestionario de control AQQ'"2. Mas
recientemente Mahut el al tampoco encuentran relacion entre los valores de
Calv,NO y JawNO vy los valores de ACT?*°. Una posible explicacion a éstas
disparidades radicaria en las diferencias en las poblaciones de estudio.
Nuestro grupo de asmaticos, sin tratamiento corticoideo, era un grupo en
general con un asma leve, bien controlado y espirometria basal normal. La
inclusién de poblacion con mayor grado de gravedad podria modificar nuestros
resultados.

Tampoco encontramos relacion entre la severidad de nuestros
enfermos, valorada segun criterios GINA y el los niveles de ON. Trabajos
recientes han objetivado niveles elevados de Calv,NO en pacientes con asma
refractaria o con escasa respuesta al tratamiento corticoideo y proponen su uso
como marcador de inflamaciéon distal o remodelado'’*1722%, Mahut el al
encontraron correlacion entre los valores de Calv,NO y PCE en el BAL y flujos
mesoespiratorios?*°. Nosotros no encontramos dicha correlacién quizas porque
la gran mayoria de nuestros pacientes estaban bien controlados, y presentaban
un asma intermitente leve-moderado, con niveles bajos de Calv,NO.

Diversos autores han investigado el impacto del asma en la calidad de
vida del paciente. Sin embargo, la relacion entre calidad de vida e inflamacion
de las vias respiratorias no esta suficientemente analizada. En nuestro trabajo
hemos estudiado si la inflamacion de las vias respiratorias, se asocia con la
calidad de vida, medida por el cuestionario AQLQ-Sm, sin encontrar relacion
entre dicho cuestionario y los niveles de 6xido nitrico. Resultados similares se
obtuvieron en el trabajo de Scichilone et al en el que se estudiaron 22

asmaticos leves con rinitis concomitante. El Rhinasthma se utilizé para medir
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calidad de vida y el ACT para evaluar el grado de control de la enfermedad. No
se encontré relacion entre la calidad de vida y los valores de Calv,NO y
J’awNO. Sin embargo, cuando los sujetos fueron divididos en asma controlada
(ACT = 20) y no controlada (ACT <20), el oxido nitrico alveolar correlacion6
significativamente con la calidad de vida en los asméaticos no controlados.
Estos resultados sugieren que, en el asma no controlada, la inflamacién de la
via aérea periférica podria ser responsable de la alteracion de la calidad de
vida?>!, En nuestro grupo no encontramos correlacion entre los datos de
calidad de vida y los marcadores de inflamacion, independientemente del grado
de control de la enfermedad. Si que encontramos una correlacion fuerte y
significativa entre grado control (ACT y ACQ) y calidad de vida ( AQLQ-Sm).
Dichos resultados sugieren que la calidad de vida no se ve influenciada por el
grado de inflamacién de la via aérea, siendo ésta determinada por otras

variables dependientes de los sintomas, gravedad y control de la enfermedad.

6.6 PUNTOS DE CORTE EN EL DIAGNOSTICO DE ASMA,

ANALISIS BAYESIANO

Tal y como hemos comentado previamente, el rendimiento diagndstico
de la medicién del ONe en el asma, esta condicionado por los resultados, no
siempre concordantes, de los diversos trabajos sobre valores de normalidad de
oxido nitrico. Asi, ante el escaso valor predictivo de las ecuaciones de
referencia y los resultados dispares de los valores de normalidad, las ultimas
normativas recomiendan la utilizacion de puntos de corte adecuados, para
discernir entre sujetos con o sin presencia de inflamacion eosinofilia en la via

aérea. En este sentido, mas que utilizar un punto de corte Unico, la mayoria de
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autores proponen el empleo de distintos valores, para la exclusién o el
diagnéstico de asma.

En nuestro trabajo, determinamos los puntos de corte con mejor Sy E
para el diagndstico de la enfermedad, obteniendo una rentabilidad diagnéstica
superponible para ONe y J'awNO, siendo escasa la utilidad del Calv,NO, al
menos, en el diagnostico de la enfermedad. Las curvas de eficacia diagnoéstica
nos han permitido establecer como mejor punto de corte el que presenta una
alta S (0,7) y E (0,8), en el caso de ONe seria 35 ppb y en el de JawNO 2500
pl/s. De haber escogido cifras de ONe o JawNO mas elevadas, hubiera
aumentado la especificidad, a costa de perder sensibilidad y capacidad de
identificar posibles enfermos. Asimismo se calculé la probabilidad posprueba
de asma tras un resultado positivo (ONe> 35 ppb o JJawNO > 2500 pl/s) y la
probabilidad posprueba tras un resultado negativo (ONe < 35 ppb o JJawNO <
2500 pl/s). En el presente trabajo, el mejor resultado se obtiene cuando la
probabilidad preprueba es del 48%. Es decir, la situacion en que resulta mas
atil medir el ONe para el diagnéstico de asma, es aquella en la que el clinico
prevé que el paciente tiene aproximadamente el 50% de probabilidades de
desarrollar asma y el 50% de no desarrollarla. Nuestros hallazgos muestran
que dicha determinacion solo deberia considerarse si la probabilidad preprueba
de asma se encuentra entre 0,21 y 0,81. Si la probabilidad preprueba es menor
que 0,21 la probabilidad posprueba seria < 0,5 y no aceptable. Por otro lado si
la probabilidad preprueba es superior a 0,81, los resultados de la determinacion
de oxido nitrico no aumentarian significativamente la probabilidad preprueba.

La determinaciéon del JJawNO tal y como se ve reflejado en los resultados no
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aportaria ningun beneficio al ONe en la evaluacion diagnostica del paciente
asmatico, al ser los resultados para J'awNO superponibles.

Dada la baja S y E para los valores de Calv,NO obtenidos, su calculo no
tendria valor, al menos en el grupo de pacientes con asma leve y, estables
clinicamente, como los representados en nuestra muestra.

La diferencia entre la probabilidad de tener asma antes y después de la
prueba es la ganancia diagnostica, que representa la contribucion de la prueba
al diagnostico de asma. La suma de la ganancia diagnoéstica positiva y negativa
es el contenido diagndstico de la prueba.

En nuestro trabajo el contenido diagnéstico de ONe y J'awNO fue de
0,6. La maxima ganancia positiva de la prueba en nuestro estudio (0,4) se
alcanza cuando la probabilidad preprueba es de 0,3, por debajo de este nivel la
ganancia positiva desciende. De manera similar, la ganancia negativa méaxima
(0,3), se alcanza cuando la probabilidad preprueba es de 0,6. Asi el contenido
diagnéstico de asma es maximo cuando la probabilidad de asma se encuentra

entre 0,3-0,6. Los resultados son superponibles para ONe y JJawNO.
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6.7 OXIDO NITRICO EXHALADO UNA APROXIMACION

MULTIDIMENSIONAL

El analisis factorial es una técnica estadistica que permite la identificacion
y agrupaciéon de datos en factores o dimensiones en los que las variables que
los conforman presentan una alta correlacion entre si, sin solaparse con las
variables de otros grupos. Esta técnica estadistica se ha utilizado ampliamente
para validar cuestionarios de control y calidad de vida en asma?52-2%, Ademas,
en los ultimos afios, se han publicado diversos trabajos que han incorporado
dicho analisis, con el fin de estudiar los diferentes dominios de la enfermedad.
En este sentido, algunos autores han objetivado como los sintomas de asma, y
los datos de funciéon pulmonar, no siempre correlacionan entre si, formando
parte de areas distintas del paciente?®”-25%, Ademas cuando se introducen en el
examen los marcadores de inflamacion, éstos suelen correlacionar
significativamente entre si, sin formar parte de otros grupos formados por los
sintomas o los datos de funcién pulmonar260.261,

El objetivo principal del andlisis factorial en la presente tesis, fue el de
conocer la relacion entre Calv,NO y JJawNO, y las diferentes variables (clinicas,
analiticas, funcionales etc) utilizadas habitualmente en el diagnéstico y
seguimiento del asma, con el fin de entender mejor el papel de ambos
biomarcadores, en la descripcién general de la enfermedad?®l. Nuestro examen
identifico tres factores que explicarian el 52,2% de la varianza comuan del asma.
El primero y el que mayor varianza de la enfermedad explicaria, describe como,
al menos en las mujeres cuanto mayor es su edad, y peso corporal, menor es

la sensibilidad alérgica y mayor es también el porcentaje de caida del FVC

206



durante el test de provocaciéon bronquial. Estos datos estarian en consonancia
con los estudios de clusters de Haldar et al '3 y Moore et al 8. Ambos trabajos
identifican a un conjunto de pacientes obesos de edad mas avanzada (sobre
todo mujeres) con asma de inicio en la edad adulta y menor atopia (cluster 3).
Este grupo representaria el 10% de los enfermos con asma grave y con pautas
de tratamiento mas complejas. En estos pacientes objetivamos también como
el IMC participa en la respuesta bronco constrictora durante el test de
provocacién bronquial provocando mayor atrapamiento aéreo a medida que se
incrementa su valor, de forma independiente de otros pardmetros de funcion
pulmonar e inflamacién. En esta linea existen trabajos que demuestran una
relacion exponencial entre el IMC y la capacidad de reserva funcional (FRC)
con una reduccién de ésta, incluso en personas con sobrepeso. Una baja FRC
aumenta el riesgo de limitacion del flujo espiratorio y del cierre excesivo de las
vias aéreas, siendo este mas marcado durante la respuesta
broncoconstrictora®®?. La interaccion de asma y obesidad es por tanto
compleja, la obesidad puede empeorar el asma o simplemente aumentar los
sintomas respiratorios, sin embargo, en los pacientes estudiados, ésto no se
traduce en un peor control, evaluado por el cuestionario ACQ ni por una peor
calidad de vida, tal y como nos muestran los resultados del analisis factorial.

El segundo factor sefiald, que el estado de salud y el grado de control de
la enfermedad estan predominantemente determinados, segun las variables
estudiadas, con el mayor o menor grado de hiperrespuesta bronquial y
obstruccion. El control del asma se define como el grado en el que las
manifestaciones de la enfermedad estan ausentes o se ven reducidas a su

minima expresion; es un concepto muy amplio pero refleja la idoneidad del
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tratamiento. Aunque existen diferencias entre paises, hasta la fecha los datos
indican que aproximadamente el 70% de los asméticos tienen mal controlada la
enfermedad 263264, En los estudios que analizan el control del asma se intentan
identificar las variables que se asocian con ese control deficiente, con vistas a
modificarlas si ello es posible. Asi, en las distintas publicaciones, se han
descrito variables clinicas, demogréficas, socioeconémicas y antropométricas
que pueden afectar al control del asma, como sexo, raza, indice de masa
corporal, tabaquismo, nivel de educacion, actividad fisica, tratamiento y
gravedad de la propia enfermedad . En nuestro trabajo FEV1 y PC2o fueron los
parametros mas fuertemente asociados al control y calidad de vida en el asma.

Finalmente el tercer factor agruparia los biomarcadores Calv,NO y
JawNO con el porcentaje de eosinofilia en sangre periférica, corroborando la
correlacion entre el ON y la eosinofilia, ampliamente estudiada en la literatura.
Estos datos son comparables a trabajos previos como el de Holt et?s> en el
que los autores estudian sobre una poblacién infantil de asmaticos estables,
diferentes variables clinicas, funcionales, biomarcadores etc, y su relacién con
respecto al estado de salud del paciente. En su andlisis factorial obtienen 5
factores que explican entre un 50-60% de la varianza de la enfermedad. En
uno de los factores encontraron agrupadas los valores de IgE, prick test, el
contaje de eosindfilos y los datos de hiperrespuesta bronquial. Cuando
introducen en el analisis el ONe, éste se asocia a los marcadores de
inflamacion y atopia, sin formar parte de otros factores en los que se incluyen
variables clinicas o funcionales. Esta falta de correlacion de los biomarcadores,

con otras esferas de la enfermedad, sugiere su utilidad como complemento a
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las herramientas habituales utilizadas para el seguimiento de la misma y la
mejor caracterizacion y definicion del paciente asmatico.

En nuestro trabajo introducimos los valores de Calv,NO y JJawNO, hasta
ahora no utilizados en los razonamientos factoriales, objetivando su correlacion
independiente de otras esferas de la enfermedad, con un comportamiento
similar al del ONe.

En definitiva, los datos del analisis factorial, apoyarian el uso de los
biomarcadores en la practica clinica habitual, con el fin de monitorizar la
enfermedad desde una visibn multidimensional. Sin embargo, debido al
pequefio tamafio muestral de nuestro grupo, los resultados deberian ser

confirmados en el tiempo y con una poblacion mas amplia.
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7/ CONCLUSIONES

1)

2)

3)

4)

5)

En nuestro laboratorio la determinacion de ONe con la técnica de
espiracion a multiples flujos nos ha permitido desarrollar el modelo
bicompartimental. Se establecieron valores de referencia para ONe entre
2,6-36 ppb con un valor medio de 18,7 £ 8,6 ppb y, para JawNO vy
Calv,NO, segun Condorelli et al, entre 86,4-2879 pl/s con un valor medio
de 1404,5 £ 715,7 y entre (-2,1)-3,7ppb con un valor medio de 0,9 + 1,4,
respectivamente.

En poblacion sana y no fumadora, los valores de Calv,NO y JawNO
aplicando el modelo lineal de Tsoukias y el de Pietropaoli, son
reproducibles y presentan una escasa variabilidad a lo largo de los dias.
Los valores de Calv,NO y JawNO estimados mediante la aplicacion de
los modelos lineales de Tsoukias y Pietropaolli muestran una gran
consistencia, siendo superponibles, y por tanto intercambiables sin
necesidad de introducir ajustes.

La determinacidon de los componentes del 6xido nitrico exhalado por el
modelo de difusién axial (Condorelli et al) implica un descenso en el
valor del 6xido nitrico a nivel alveolar y un aumento del componente
bronquial.

La rentabilidad diagnéstica del J’awNO es similar a la del ONe mientras
gue los niveles de Calv,NO no suelen estar elevados o experimentan un
leve incremento en pacientes con asma leve-moderado, no siendo Utiles

para el diagndstico de asma. Valores de ONe > 35 ppb y de JJawNO >
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2500 pl/s se asocian al diagnéstico de asma con una S del 70% y E del
88% con un AUC 0,83.

6) El estudio de los componentes de inflamacion eosinofilica, expresado
por medio de ONe, JJawNO y Calv,NO, se muestra independiente de
otros parametros funcionales, demogréficos o de control de Ia

enfermedad, en al analisis multivariado.
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10 ANEXOS

Cuestionario de Sintomas bronquiales IUALTD (1987)

1.

11.

12.

13.

14.

15.
16.

17.

¢Ha tenido alguna vez en los ultimos 12 meses silbidos o pitos en el
pecho?

¢, Ha tenido alguna vez en los dltimos 12 meses sensacion de opresion
en el pecho por la noche o nada mas al levantarse por la mafiana?

¢, Tuvo falta de aire cuando los silbidos estaban presentes?

¢, Tuvo silbidos o pitos cuando estaba resfriado?

¢,Ha tenido alguna vez en los ultimos 12 meses dificultad repentina para
respirar durante el dia, sin estar realizando ningun esfuerzo?

¢, Ha tenido alguna vez en los ultimos 12 meses dificultad repentina para
respirar después de hacer algun ejercicio?

¢ Se ha despertado por la noche alguna vez durante los ultimos 12
meses por dificultad repentina para respirar?

¢ Se ha despertado por la noche alguna vez durante los ultimos 12
meses por un ataque de tos?

¢ Tose habitualmente nada més levantarse por la mafana?

¢, Habitualmente saca flemas que vienen del pecho, hada mas levantarse
por la mafiana?

¢,Ha sacado flemas de este tipo la mayoria de las mafianas durante por
lo menos 3 meses al afo?

¢, Cual de las siguientes afirmaciones describe mejor su respiracion?

a) Nunca o rara vez tengo problemas para respirar.

b)  Suelo tener frecuentes problemas al respirar pero siempre
me repongo completamente.

c) Mirespiracion nunca esta del todo bien.

Cuando esta en un lugar polvoriento de su casa o con animales (perros,
gatos, pdajaros), o cerca de plumas (almohadas, cojines, edredones)
tiene siempre:

a) Sensacion de opresion en el pecho.
b) Comienza a sentir falta de aire.
Cuando esta en contacto con humos o con olores fuertes siempre tiene:
a) Sensacién de opresion en el pecho.
b) Comienza a sentir falta de aire.

¢,Ha tenido alguna vez asma?

¢En algin momento de los dltimos 12 meses ha tenido un ataque de
asma?

¢ Toma habitualmente medicamentos (inhaladores, vaporizaciones,
pastillas, aerosoles etc., para el asma?
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Cuestionario ACT

1. En las dltimas 4 semanas, ¢, durante cuanto tiempo le ha impedido el
asma completar sus actividades habituales en el trabajo, los estudios o
el hogar?

agrwnE

Siempre
Casi siempre
A veces
Pocas veces
Nunca

2. Durante las ultimas 4 semanas, ¢,con qué frecuencia ha notado que le
ha faltado el aire?

agrwnhPE

Mas de una vez al dia

Una vez al dia

De 3 a 6 veces por semana
Una o dos veces por semana
Nunca

3. Durante las ultimas 4 semanas, ¢, con qué frecuencia le han despertado
por la noche o mas temprano de la habitual por la mafiana sus sintomas
de asma (sibilancias, pitidos, tos , falta de aire, opresion en el pecho o
dolor)?

agkrwnhPE

4 noches 0 mas por semana
de 2 a 3 noches por semana
Una vez por semana

Una o dos veces

Nunca

4. Durante las ultimas 4 semanas, ¢.con qué frecuencia ha usado su
inhalador de rescate o medicamento en nebulizador?

agkrwnhE

3 veces 0 mas al dia

1 6 2 veces al dia

2 0 3 veces por semana

una vez por semana 0 menos
Nunca

5. ¢Hasta qué punto diria que su asma ha estado controlada durante las
Gltimas 4 semanas?

arwNE

Nada controlada

Mal controlada

Algo controlada

Bien controlada
Totalmente controlada
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Cuestionario ACQ

1. En promedio, durante la Ultima semana, ¢con qué frecuencia se desperto
por la noche debido al asma?

- Nunca

: Casi nunca

: Unas pocas veces

: Varias veces

: Muchas veces

: Muchisimas veces

: Incapaz de dormir, debido al asma

O WNEFO

2. En promedio, durante la dltima semana, ¢cémo fueron de graves los
sintomas de asma que tuvo al despertarse por la mafiana?

: No tuvo sintomas
sintomas muy ligeros
sintomas ligeros
sintomas moderados
sintomas bastante graves
sintomas graves
sintomas muy graves

QIR WNREO

3. En promedio, durante la Ultima semana, ¢ hasta qué punto el asma le
limité en sus actividades?

: Nada limitado

: Muy poco limitado

: Unas pocas veces

: Poco limitado

: Moderadamente limitado
: Muy limitado

: Extremadamente limitado

O WNEFO

4. En promedio, durante la Gltima semana, ¢ hasta qué punto not6 que le
faltaba el aire debido al asma?

: Nada en absoluto
: Muy poco

: Un poco

: Un poco

: Moderadamente
: Mucho

: Muchisimo

U WNEO

5. En promedio, durante la ultima semana, ¢ cuanto tiempo tuvo silbidos o
pitidos en el pecho?
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: Nunca

: Casi nunca

: Poco tiempo

: Parte del tiempo
: Mucho tiempo

: Casi siempre

. siempre

OO WNEO

6. En promedio, durante la dltima semana ¢cuantas inhalaciones de la
medicacion que usa para aliviar rapidamente los sintomas (ventolin,
terbasmin o buto-asma) utiliz6 al dia?

: Ninguna

: 1-2 inhalaciones la mayoria de los dias

: 3-4 inhalaciones la mayoria de los dias

: 5-8 inhalaciones la mayoria de los dias

: 9-12 inhalaciones la mayoria de los dias

: 13-16 inhalaciones la mayoria de los dias

: Méas de 16 inhalaciones la mayoria de los dias

OO WNEO

7. Porcentage de FEV1 del valor de referencia: ............c.coooiiiiiinni

(Margue con una X el porcentage de FEV del valor de referencia en la
columna siguiente)

: > 95% del valor de referencia

: 95-90% del valor de referencia
: 89-80% del valor de referencia
: 79-70% del valor de referencia
: 69-60 % del valor de referencia
: 59-50% del valor de referencia
: <50% del valor de referencia

OO WNPEFEO
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Cuestionario AQLO-Sm

DURANTE LAS ULTIMAS 4 SEMANAS
1. Me he encontrado mal por episodios de respiracion entrecortada

Siempre

Casi siempre
Muchas veces
Bastantes veces
Algunas veces
Casi nunca
Nunca

2. Me he encontrado mal por ataques de pitos

Siempre

Casi siempre
Muchas veces
Bastantes veces
Algunas veces
Casi hunca
Nunca

3. Me he encontrado mal por sentir peso en el pecho

Siempre

Casi siempre
Muchas veces
Bastantes veces
Algunas veces
Casi nunca
Nunca

4. He reducido los paseos por la calle, incluso por las llanas, por culpa del
asma

Siempre

Casi siempre
Muchas veces
Bastantes veces
Algunas veces
Casi nunca
Nunca

5. He tenido que dejar de hacer las tareas ligeras de la casa, por culpa del
asma

Siempre
Casi siempre
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Muchas veces
Bastantes veces
Algunas veces
Casi nunca
Nunca

6. He reducido los paseos por las calles empinadas, por culpa del asma

Siempre

Casi siempre
Muchas veces
Bastantes veces
Algunas veces
Casi nunca
Nunca

7. He tenido que dejar de hacer los trabajos mas pesados de la casa, por
culpa del asma

Siempre

Casi siempre
Muchas veces
Bastantes veces
Algunas veces
Casi nunca
Nunca

8. Me he encontrado cansado/a, o con falta de energia en general

Siempre

Casi siempre
Muchas veces
Bastantes veces
Algunas veces
Casi nunca
Nunca

9. No he podido dormir por la noche

Siempre

Casi siempre
Muchas veces
Bastantes veces
Algunas veces
Casi nunca
Nunca

10.Me he sentido triste o deprimido/a

Siempre
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Casi siempre
Muchas veces
Bastantes veces
Algunas veces
Casi nunca
Nunca

11.Me he sentido disgustado/a conmigo mismo/a

Siempre

Casi siempre
Muchas veces
Bastantes veces
Algunas veces
Casi nunca
Nunca

12.Me he sentido ansioso/a, bajo tension, o nervioso/a

Siempre

Casi siempre
Muchas veces
Bastantes veces
Algunas veces
Casi nunca
Nunca

13.He tenido la sensaciéon de que el asma me esta impidiendo conseguir lo que

yo quiero en la vida

Siempre

Casi siempre
Muchas veces
Bastantes veces
Algunas veces
Casi nunca
Nunca

14.El asma me ha molestado en mi vida social

Siempre

Casi siempre
Muchas veces
Bastantes veces
Algunas veces
Casi nunca
Nunca

15.He tenido que dejar de ir a algunos sitios porque era malo para mi asma

Siempre
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Casi siempre
Muchas veces
Bastantes veces
Algunas veces
Casi nunca
Nunca

16.He tenido que dejar de ir a algunos sitios porque tenia miedo de tener un
ataque de asma y no encontrar ayuda

Siempre

Casi siempre
Muchas veces
Bastantes veces
Algunas veces
Casi hunca
Nunca

17.Por culpa de mi asma he tenido que reducir el tiempo que dedicaba al
deporte, o a otras aficiones y actividades con las que me suelo entretener

Siempre

Casi siempre
Muchas veces
Bastantes veces
Algunas veces
Casi nunca
Nunca

18.En general, me he sentido limitado/a

Siempre

Casi siempre
Muchas veces
Bastantes veces
Algunas veces
Casi nunca
Nunca

19.He sentido que, el asma esta controlando mi vida

Siempre

Casi siempre
Muchas veces
Bastantes veces
Algunas veces
Casi nunca
Nunca
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20.Me han venido a la cabeza preocupaciones por mi salud ( presente o futura)
a causa del asma

Siempre

Casi siempre
Muchas veces
Bastantes veces
Algunas veces
Casi nunca
Nunca

21.Me han venido a la cabeza preocupaciones o pensamientos sobre si el
asma acorta mi vida

Siempre

Casi siempre
Muchas veces
Bastantes veces
Algunas veces
Casi hunca
Nunca

22.Me parece que he necesitado demasiado los inhaladores

Siempre

Casi siempre
Muchas veces
Bastantes veces
Algunas veces
Casi nunca
Nunca
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