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PRESENTACIÓN 

 

Se presenta esta tesis doctoral según las directrices de la Normativa 

Académica de la Universitat Autónoma de Barcelona (RD 1393/2007 modificado a 

RD 861/2010) aprobado en Junta de Gobierno el 2 marzo de 2011, para la 

presentación de tesis doctorales en formato de compendio de publicaciones. 

 En la Introducción se revisan los conceptos fundamentales relacionados 

con las vías fisiológicas en las que interviene el óxido nítrico (NO) y las 

características de la técnica de su determinación en aire espirado. El desarrollo de 

estos conceptos permitirá justificar la hipótesis de trabajo de la tesis y los 

objetivos planteados en los diferentes artículos que la componen. 

 El núcleo de la tesis lo constituyen cuatro artículos originales publicados en 

revistas nacionales e internacionales en los que el doctorando es el primer autor. 

En la primera parte se abordan aspectos técnicos relacionados con la 

determinación de NO en aire espirado. El primer artículo desarrolla la técnica de 

la determinación de la fracción espirada de NO en aire espirado a un flujo 

constante (FENO) mediante un equipo portátil y el segundo, la técnica de 

espiración a múltiples flujos, una variación de la técnica anterior mediante la cual 

se puede obtener la concentración de óxido nítrico alveolar (CANO). 

 En la segunda parte de la tesis se incluyen dos trabajos que analizan el uso 

de estas técnicas desde un punto de vista clínico. El tercer artículo evalúa la 

utilidad clínica de la determinación de FENO como marcador de inflamación, en 

pacientes con asma y su capacidad diagnóstica en pacientes con sospecha 

clínica. El último artículo evalúa la aplicación clínica de las dos determinaciones, 

FENO y CANO, como marcador de inflamación y de disfunción endotelial en 

pacientes con síndrome de apnea-hipoapnea obstructiva del sueño (SAHS). 
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El conocimiento sobre la patogenia de las enfermedades respiratorias ha 

experimentado un cambio notable en los últimos años, lo que en parte ha sido 

posible gracias a la utilización de biomarcadores que permiten un mayor 

acercamiento a la fisiopatogenia de la enfermedad. La determinación de NO, 

biomarcador inflamatorio, ha despertado un interés creciente en la comunidad 

científica, con utilidad y aplicaciones en el diagnóstico, el control y la 

monitorización de la respuesta terapéutica en diferentes procesos respiratorios. 

 

1. Antecedentes históricos 
 

El descubrimiento del NO como molécula fisiológica en el organismo se 

remonta al siglo XIX cuando a pesar de ser considerada un gas tóxico, presente 

en el cigarrillo y combustión de vehículos, se comenzaron a utilizar compuestos 

de nitroglicerina explosiva en el tratamiento de la angina de pecho (1879, W. 

Murrel). Los científicos de esta época desconocían exactamente los mecanismos 

de actuación pero suponían y aceptaban la posible relajación que ejercitaba sobre 

el músculo liso vascular favoreciendo así un mayor aporte de flujo sanguíneo al 

corazón. Durante los siguientes 100 años una línea de investigación prometedora 

se abría en diferentes laboratorios internacionales. 

 

En 1977 Ferid Murad et al.1 descubren que los efectos vasodilatadores de la 

nitroglicerina, nitroprusiato de sodio y otros compuestos nitrogenados, relajan el 

músculo liso vascular mediante la liberación de un metabolito muy inestable, el 

óxido nítrico, que aumenta la actividad de la guanil ciclasa soluble, enzima que 

modula la síntesis del guanosil monofosfato cíclico (GMPc), presente en el 

músculo liso de los vasos sanguíneos. Inmediatamente después los autores 

Furchgott y Zawadzki 2 utilizaron muestras de musculatura lisa vascular 

estimuladas por acetilcolina y observaron que ésta no actuaba como 

vasodilatador directo sino mediante la liberación de un factor vasodilatador de 

vida media muy corta y que a diferencia de las prostaciclinas derivadas de 

endotelio, no se bloqueaba por inhibidores de la ciclooxigenasa. Esta sustancia la 

denominaron factor relajante derivado de endotelio (FRDE). Se introdujo así el 

concepto de vasodilatación dependiente de endotelio. 
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Posteriormente los autores Ignarro et al.3,4 y Furchgott et al.5 presentaron de 

forma independiente sus publicaciones en las que aseguraban que el FRDE y el 

NO eran la misma molécula, hallazgos corroborados por Moncada et al.6 al 

demostrar que el NO era producido por las células endoteliales y se trataba sin 

dudas del FRDE sintetizado a partir de L-arginina e implicado en la síntesis del 

GMP cíclico.7,8 

 

A partir de ese momento el interés por la molécula de NO creció de forma 

exponencial con múltiples publicaciones sobre sus funciones fisiológicas y 

utilidades terapéuticas así como el reconocimiento a sus descubridores. En 1990 

se concedió el Premio Príncipe de Asturias a la Investigación Científica y Técnica 

a Salvador Moncada. En 1992 fue considerada molécula del año por la prestigiosa 

revista Science9 y en 1998, tres de los cuatro investigadores, Ferid Murad, Robert 

Furchgott y Louis Ignarro, con la polémica exclusión de Salvador Moncada, 

recibieron el Premio Nobel de Medicina y Fisiología por el descubrimiento del NO 

como el FRDE y su papel en el sistema cardiovascular. 

 

2. Fisiología del NO 
 

El NO es un gas incoloro, lipofílico y con una vida media corta en solución 

(<1s) pero estable en la formación de complejos biológicos. Se produce de forma 

endógena por gran variedad de células y posee la capacidad para difundir fácil y 

rápidamente a través de membranas biológicas e interaccionar con moléculas 

intracelulares, todo ello sin la necesidad de receptores de NO extracelulares ni 

trasportador de membrana.10 

 

2.1. Síntesis de NO 
 

Es una molécula formada por dos átomos, oxígeno (O) y nitrógeno (N) que se 

aparean para formar NO y que presenta un electrón no apareado, característica 

que le confiere propiedades de radical libre pudiendo reaccionar ávidamente con 

otras moléculas como oxígeno, radicales superóxido y metales de transición. Al 
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perder el electrón no apareado y formar catión nitrosilo (NO+) el orden de enlace 

de la molécula aumenta y le confiere mayor facilidad para su oxidación, 

característica de gran importancia para sus funciones biológicas.10 
 

 
 

Fig. 1 Estructura de Lewis de la molécula de NO 

 

2.1.1. Reacción de síntesis de NO 
 

 La síntesis de NO se produce en una reacción de oxidación-reducción a 

partir del aminoácido L-arginina mediante la enzima óxido nítrico sintasa (NOS). 

La enzima NOS requiere para esta reacción, además del sustrato de L-arginina, la 

presencia de calmodulina, grupo Hemo y de 4 cofactores: mononucleótido de 

flavina (FMN), dinucleótido de flavin adenina (FAD), tetrahidrobiopterina (H4B) y 

dinucleotido fosfato de nicotinamida adenina (NADPH) .11 (Fig. 2) 
 

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

transportador específico y mediante la NOS se sintetiza L-citrulina y una molécula 

de NO en una reacción que se produce en dos procesos de monooxigenación. La 

producción de NO puede ser atenuada por inhibidores de la NOS derivados de la 

L-arginina.12 (Fig. 2) 
 

 
 

Fig. 2 Reacción de síntesis de NO a partir de arginina  
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2.1.2. Enzimas: estructura molecular y tipos 
 

 La estructura molecular de la NOS se compone de dos cadenas idénticas 

de aminoácidos, dímeros, formados por un dominio carboxi-terminal (dominio 

reductasa) que es homólogo al citocromo P450 y que contiene la zona de 

reconocimiento NADPH, FAD y FMN y un dominio amino-terminal (dominio 

oxidasa) de posición planar, esencial para la actividad de la NOS y que contiene 

el grupo Hemo, la tetrahidrobiopterina (H4B) y la zona de reconocimiento de la L-

arginina.12,13 (Fig. 3) 

 

 Se han identificado en las células del organismo humano 3 isoformas de la 

NOS, codificadas en 3 genes localizados en cromosomas diferentes que 

adquieren patrones de expresión específicos.12,13 

 

 De las 3 isoenzimas, 2 de ellas son constitutivas (cNOS) y una de ellas es 

inducible (iNOS). Las diferencias en su expresión y regulación génica favorecen 

que el NO pueda tener un papel fisiopatológico múltiple en el organismo. 

Recientemente se ha descrito una posible inducción de la cNOS mientras que 

iNOS puede ser constitutiva en algunas condiciones celulares.14,15 

 

2.1.2.a. NOS constitutivas. Son enzimas que están presentes en todas las 

células del organismo y poseen capacidad de sintetizar NO como respuesta a 

diferentes estímulos. Son citosólicas y dependientes de calcio (Ca). Ante un 

aumento de Ca2+ intracelular se unen a un tercer dominio afín a la calmodulina 

(CAM), proteína de bajo peso molecular que actúa como quelante del Ca2+ y 

“activador molecular” enzimático15. Sintetizan concentraciones bajas de NO 

durante periodos cortos de tiempo en respuesta a una estimulación física o de un 

receptor. Los prototipos de estas enzimas están presentes en el cerebro y en el 

endotelio. Se han identificado dos tipos de cNOS: 

 

a1. cNOS neuronal o tipo 1 (nNOS o NOS 1). Está localizada en el citosol 

de las células nerviosas, con concentraciones elevadas en el cerebro (cerebelo, 

hipotálamo e hipocampo), médula espinal y sistema nervioso periférico, donde el 

NO interviene como neurotransmisor.12,16 Fuera del sistema nervioso se ha 
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demostrado la expresión de nNOS en el músculo esquelético, en los neutrófilos y 

en los islotes pancreáticos. En el aparato respiratorio la nNOS se localiza en los 

nervios colinérgicos de las vías respiratorias, donde actúa como un antagonista 

funcional de la acetilcolina favoreciendo la broncodilatación. Además se expresa 

en las células epiteliales y neumocitos de tipo 1, pudiendo intervenir en el proceso 

inflamatorio y en el estrés oxidativo de enfermedades respiratorias.17 

 

a2. cNOS endotelial o tipo 3 (eNOS o NOS 3). Se expresa en las células 

endoteliales donde actúa como regulador del tono vascular, permitiendo al NO 

diversas funciones como potencial vasodilatador, activador plaquetario, 

inmunomodulador y radical libre. Posee un sitio de miristoilación con el que se 

une a un ácido graso y le permite ser hidrosoluble y encontrarse libre en el 

citoplasma (a diferencia del resto de isoformas). Esta propiedad le permite difundir 

más rápidamente a la sangre y al músculo liso adyacente para intervenir en 

medios de estrés oxidativo.12,17 En el aparato respiratorio se ha descrito en las 

células endoteliales bronquiales y en la circulación pulmonar donde regula el flujo 

vascular, así como en las células del endotelio alveolar y en las células epiteliales 

de la vía aérea donde interviene en la disminución de las secreciones de la vía 

aérea y regulación del aclaramiento mucociliar.18 

 

2.1.2.b. NOS inducible o tipo 2 (iNOS o NOS 2). A diferencia de las 

enzimas constitutivas, la iNOS es Calcio independiente y no se encuentra en 

todas las células de forma fisiológica. Requiere para su completa actividad 

NADPH, FAD y FMN y en cierta medida H4B y glutatión siendo la calmodulina una 

subunidad más.15,17 

 

Su activación permite la síntesis de hasta mil veces más de NO que las 

enzimas constitutivas, y cumple funciones citotóxicas, citostáticas y 

citoprotectoras. Se encuentra en diferentes células como los hepatocitos y el 

músculo liso, pero sobre todo está presente en las células del tracto respiratorio 

(eosinófilos, neutrófilos, macrófagos, fibroblastos, células epiteliales y 

endoteliales).12,17 Su expresión en estas células puede ser inducida como 

respuesta a estímulos inmunológicos, por citocinas inflamatorias o por productos 
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bacterianos (endotoxinas), considerándose  un marcador de inflamación y de 

citotoxicidad.19 

 

 
 
Fig. 3 Estructura molecular de las 3 isoformas de NOS. (Adaptado de Marletta MA. The Journal of biological 

chemistry 199312). 

 
2.1.3. Activación y regulación de las NOS 

 

Las enzimas cNOS y la iNOS presentan mecanismos de activación y 

regulación diferentes. 

 

2.1.3.a. cNOS. Para que se produzca el inicio de la síntesis de NO se 

requieren concentraciones adecuadas de lipopolisacáridos (LPS) y citocinas que 

activan al trasportador de aminoácidos catiónico (CAT), responsable del trasporte 

de la L-arginina al interior de la célula. Una vez en su interior puede ser 

metabolizada mediante dos enzimas, la Arginasa que producirá la síntesis de L-

ornitina o la cNOS que mediante la reacción anteriormente descrita (en fig. 2) 

sintetizará NO.17 Sin embargo para que la cNOS, y en especial la eNOS pueda 

realizar esta síntesis se requiere de una activación enzimática y regulación génica 

específicas.20,21 (Fig. 4 y fig. 5) 
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Fig. 4 Activación enzimática de la cNOS. 
 

La cNOS es activada por las sustancias responsables del aumento de la concentración de Ca2+ 

intracelular (bradiquinina, histamina, serotonina, acetilcolina, ADP, sheer stress o trombina). Los 

lipopolisacáridos (LPS) y varias citoquinas aumentan el trasporte intracelular de la L-arginina y la actividad de 

la arginasa. NG-hidroxi-L-arginina disminuye la actividad de la arginasa. El NO se une a grupos tiol y forma 

tionitritos (R-SON) que producen los efectos fisiológicos. (Adaptado de Ricciardolo FL et al. Physiological 

Reviews 200417). 
 

 
 

Fig. 5 Regulación Génica de la actividad de la cNOS 
 

La hipoxia, el incremento de estrógenos, o la presión de rozamiento (sheer stress) median la 

trascripción de la cNOS. Otros factores modulan la estabilidad de su mRNA, (factor de necrosis tumoral (TNF-

α) los LPS, el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF)). La eNOS sufre varias reacciones finales 

imprescindibles y decisivas para la síntesis del enzima (miristoilación que facilita la localización de la enzima 

en el dominio adecuado de la membrana; palmitoilación, que permite la inclusión de la enzima en las 

invaginaciones plasmáticas de la membrana llamadas caveolas). Tras una reacción de fosforilación e 

interacción específica con otras proteínas se sintetiza la eNOS activa, lista para sintetizar NO ante la 

presencia de L-arginina y del cofactor BH4 o si no es así, sintetizar superóxido. (Adaptado de Govers R et al. 

Am J Physiol Renal Physiol 200121).  
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2.1.3.b. iNOS. La activación de la iNOS, que es trascripcional, se realiza 

mediante la enzima tirosina cinasa que activa la trascripción del mRNA del gen de 

iNOS (iNOS-mRNA), y facilita la translación y la formación de la iNOS activa que 

sintetizará el NO. La regulación génica de la iNOS se realiza mediante factores 

que modulan la iNOS-mRNA a nivel pretranslacional (LPS; el interferón γ (IFγ) y el 

factor de necrosis tumoral (TNF-α)).17,21 

 

 
 

Fig. 6 Activación y regulación de la iNOS 

 

Factores como oxidantes, LPS, alérgenos, bacterias, virus, citoquinas, etc activan la enzima tirosina 

cinasa a través del factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NF-

κβ), que entra en el núcleo de la célula donde activa la trascripción del mRNA del gen de iNOS activa para la 

síntesis de NO. La regulación pretranslacional de la iNOS la realizan los siguientes factores: los LPS inducen 

la iNOS-mRNA; el interferón γ (IFγ) desencadena la expresión y la activación de la casada de fosforilación 

tirosina-cinasa, crucial para la activación de la iNOS vía NF-κβ; el TNF-α suprime la expresión de la iNOS al 

disminuir el mRNA. (Adaptado de Ricciardolo FL et al. Physiological Reviews 200417). 

 

2.2. Funciones moleculares del NO 
 

Según el mecanismo de síntesis (cNOS o iNOS) las funciones del NO sobre 

las células diana serán diferentes. 

 

La cNOS sintetiza concentraciones bajas de NO el cual tiene como objetivo 

principal la vía de transducción del GMPc. Mediante esta vía, el NO realiza las 

principales funciones fisiológicas: modular la función de otras enzimas y de ciertos 
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factores de transcripción, la activación, adhesión y adherencia de neutrófilos, 

agregación plaquetaria, vasodilatación del músculo liso vascular, expresión de 

citoquinas pro-inflamatorias (eNOS) o neurotransmisor en las células nerviosas 

(nNOS).22,23 

 

En contraste el NO, sintetizado a altas concentraciones por la iNOS, interviene 

en procesos fisiológicos de defensa y también en procesos patológicos 

(apoptosis, necrosis, inhibición enzimática, proinflamación, citotoxicidad, 

vasodilatación y genotoxicidad). Esto se debe a la reacción del NO con otras 

moléculas que tienen al igual que él, electrones no apareados, como los radicales 

libres de oxígeno (RLO) (anión superóxido, radical peroxil) o metales de transición 

(el grupo hemo) interviniendo en procesos de inflamación, estrés oxidativo y 

disfunción endotelial.17 

 

2.3. Funciones biológicas del NO 
 

2.3.1. Funciones no respiratorias 
 

2.3.1.a Homeostasia cardiovascular. El NO interviene en la homeostasis 

cardiovascular mediante la acción sobre diferentes órganos efectores. 

 

a1. Sobre el endotelio. La vasodilatación mediada por NO provoca 

relajación de su citoesqueleto y aumento de la función de impermeabilidad 

selectiva. El endotelio por otro lado sintetiza compuestos vasoconstrictores como 

la endotelina-2, tromboxano A2, prostaglandina F2-α y anión superóxido. Un 

disbalance entre estas sustancias vasoconstrictoras y la síntesis de NO, 

vasodilatador, favorecerá la alteración de la regulación del tono vascular, y el 

desarrollo de la ateroesclerosis e hipertensión arterial. Otras funciones del NO 

sobre el endotelio son el control de la inmunidad y citotoxicidad y la acción 

antritrombótica y fibrinolítica.24 

 

a2. NO y actividad plaquetaria. Al igual que las células endoteliales, las 

plaquetas poseen una eNOS capaz de sintetizar NO plaquetario, con capacidad 
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para regular la función plaquetaria de forma potente y actuar como inhibidor de la 

agregración plaquetaria.24,25 

 

a3. NO y “shear stress”. El mayor estímulo para la liberación de NO sobre 

el tono vascular es la shear estress o presión de rozamiento sobre la pared 

vascular que se genera por el aumento del flujo vascular arterial. Se trata de un 

estímulo físico a través de los mecanorreceptores de la pared vascular como 

consecuencia de la presión de rozamiento.26 

 

 2.3.1.b Inflamación y actividad citotóxica. La participación de NO en la 

respuesta inflamatoria y como regulador inmune ha sido demostrada tanto en 

modelos animales como en pacientes con enfermedades inflamatorias humanas. 

Bo et al.27 Boulleme et al.28 y Kolb et al.29 observaron niveles elevados de NO en 

la esclerosis múltiple, el lupus eritematoso sistémico y la artritis reumatoidea. El 

NO interviene en la adhesión de polimorfonucleares al endotelilo contribuyendo al 

mantenimiento de la integridad de la barrera microvascular, a la vez que 

disminuye la permeabilidad vascular y la formación de edema.30 Por otro lado los 

receptores de linfocitos T para antígenos virales aumentan la síntesis de NO 

mediante la activación de citoquinas así como los macrófagos y linfocitos 

activados mantienen altos niveles de NO durante largos períodos de tiempo. 

 

 Los macrófagos secretan intermediarios químicos como son los 

intermediarios reactivos del oxígeno (ROI) que junto con productos del NO como 

el peroxinitrito (ONOO-)  y radicales de OH, implican al NO en la actividad 

citotóxica.20 

 

2.3.1.c. Función neuronal12. La presencia del NO en el sistema nervioso 

permite la intervención en diferentes funciones como son la autorregulación del 

flujo vascular cerebral periférico y central mediante la activación de las fibras 

parasimpáticas, mecanismos de defensa ante infecciones cerebrales y la 

participación en procesos de aprendizaje y memoria. 
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2.3.2. Funciones respiratorias 
 

 Los principales efectos del NO en el aparato respiratorio están producidos 

por la asociación del NO con el grupo tiol para formar tionitritos (R-SNO), los 

cuales favorecen reacciones de nitrosilación en células del epitelio de la vía 

aérea, relajación del músculo liso vascular pulmonar y aumento de la señal 

neuronal para el aumento de la ventilación minuto en respuesta a hipoxia.17 

 

 La presencia de las 3 isoformas de NOS en el tracto respiratorio será 

determinante para regular principalmente el tono del músculo liso de la vía aérea 

y la respuesta inmunológica/inflamatoria, principales funciones en el aparato 

respiratorio. 

 

2.3.2.a. Función broncodilatadora. El NO, de producción endógena o 

exógena, induce la relajación del músculo de la vía aérea principalmente 

mediante 2 mecanismos. Por un lado activa los canales de potasio (KCA) (vía del 

GMPc) y posteriormente activa la proteína kinasa G (PRKG), mediador último de 

la relajación bronquial. Por otro lado los R-SNO (síntesis vía GMPc 

independiente) están presentes en la vía aérea en una concentración suficiente 

para mantener el tono de la misma31,32. En pacientes asmáticos por ejemplo, se 

ha demostrado una disminución de la concentración de R-SNO así como una 

aceleración de la degradación de éstos, asociado a una deficiencia del 

mecanismo de broncodilatación que favorece el broncoespasmo refractario y 

severo.33 

 

2.3.2.b. Hiperrespuesta de la vía aérea. El NO tiene un efecto atenuante de 

la hiperrespuesta bronquial. En pacientes con asma leve se ha demostrado un 

efecto broncoprotector del NO en respuesta a estímulos de bronconstricción, 

como la metacolina o la bradicinina.34 

 

2.3.2.c. Función vasodilatadora pulmonar. La liberación de NO mediante 

una mayor expresión de eNOS en las células endoteliales de la circulación 

bronquial está aumentada regulando el tono vascular pulmonar y contrarrestando 

la vasoconstricción hipóxica en procesos como la hipertensión pulmonar.35 
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2.3.2.d. Respuesta inflamatoria-inmune en la vía aérea. 

 

d1. Mediador de inflamación. Los macrófagos pulmonares y alveolares 

sintetizan NO mediante la iNOS activada por citocinas y endotoxinas, que 

implican al NO en el mecanismo de defensa del organismo. 

 

 Durante la respuesta inflamatoria una gran cantidad de citocinas se 

expresan y se liberan a la vía respiratoria y al pulmón interviniendo en la 

modulación de la inflamación local y favoreciendo la síntesis de nitritos por 

diferentes vías, siendo la más importante el factor estimulante de colonias de 

granulocitos y macrófagos (GM-CSF), que aumenta la síntesis de nitritos inducida 

por IFN-γ en macrófagos alveolares.31 

 

 En los pacientes con asma, el NO expresado en el proceso inflamatorio 

interviene en amplificar y perpetuar la inflamación mediada por las células Th2. La 

propia infección vírica puede inducir a la iNOS de las células epiteliales de la vía 

aérea que aumenta la producción de NO durante las agudizaciones. Por otro lado 

la iNOS promueve inflamación alérgica en la vía aérea a través del IFN-γ y de la 

síntesis de factores quemotácticos (quimosinas) en los eosinófilos.31,36 

 

 d2. Función de defensa. Otra de las funciones del NO en la vía aérea es la 

función de defensa inespecífica contra agentes patógenos en cuyo caso 

intervienen las células Th1 que liberan IFN-γ, el cual aumenta en los macrófagos 

la síntesis de NO y otros patógenos. El NO inhibiría la secreción de IL2 y de IFN-γ 

según los requerimientos de NO en un proceso de autorregulación implicado en 

múltiples patologías autoinmunes. La función final del NO sintetizado por la vía de 

activación de las células Th1 es la regulación de mecanismos como la muerte 

celular programada (apoptosis), la inflamación crónica y la defensa celular, entre 

otros.37,38 
 

2.3.2.e. Secreción glandular de la vía aérea. El NO interviene en la 

secreción glandular de la vía aérea mediante la regulación de la NOS por 

sustancias como la metacolina o la bradiquinina. Además interviene en la 

motilidad ciliar bronquial mediante el aumento de la frecuencia del bateo ciliar y 
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regulación del trasporte electrolítico pulmonar como mecanismo defensivo.31,39 Se 

ha demostrado en pacientes con fibrosis quística una disminución de los niveles 

de NO en aire espirado y mejoría de la disfunción mucociliar tras el tratamiento 

con NO-L-arginina sublingual.40 
 

2.3.2.f. Estrés oxidativo. En el estrés oxidativo están implicados los RLO 

como el anión superóxido y los radicales hidroxilo, formados a partir de 

reacciones enzimáticas y mecanismo oxidativos, presentes en la mayoría de 

células del organismo (mitocondrias, enzimas, neutrófilos, eosinófilos, monocitos, 

etc.).41,42 El NO interacciona con los RLO y forma las especias reactivas de 

nitrógeno (ERN) implicadas en diversos mecanismos fisiológicos y en sistemas de 

defensa. 
 

Las funciones de los RLO y de las ERN son producir un estado de estrés 

oxidativo y nitrosativo sobre diferentes moléculas (lípidos, proteínas, residuos de 

tirosina, grupos hemo o DNA) y finalmente un efecto deletéreo pulmonar 

favoreciendo el proceso inflamatorio celular en diferentes enfermedades 

pulmonares como son el síndrome de distrés respiratorio del adulto, fibrosis 

quística (FQ), asma, etc.41,42 

 

3. Medición de NO en aire espirado. 
 

3.1. Introducción 
 

La evaluación y tipificación de la inflamación y del estrés oxidativo de las 

enfermedades respiratorias inflamatorias como el asma, la enfermedad pulmonar 

obstructiva crónica (EPOC), la FQ o la enfermedad pulmonar intersticial difusa 

(EPID) permiten una aproximación a su patogenia y un mejor control clínico, 

evaluación del tratamiento antiinflamatorio y prevención de sus exacerbaciones. 

 

En el estudio de la inflamación se pueden utilizar métodos como la biopsia 

bronquial y el lavado broncoalveolar, cuya naturaleza invasiva limita su utilización 

rutinaria. En la búsqueda de métodos no invasivos se han desarrollado técnicas 

que permiten la medición de biomarcadores, moléculas ampliamente utilizadas en 
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el estudio de procesos biológicos, fisiopatológicos o en la respuesta a 

tratamientos en múltiples enfermedades. Un biomarcador inflamatorio debe 

cumplir las siguientes características: 1. Debe ser liberado por células 

inflamatorias exclusivas de la enfermedad a estudio; 2. La medición debe ser 

sensible, específica y repetitiva sin modificarse por la técnica; 3. La concentración 

del biomarcador debe ser correlacionada con la actividad y gravedad de la 

enfermedad; 4. Debe ser modificable por el efecto del tratamiento; 5. La medición 

no debe ser invasiva. 

 

La variabilidad técnica y biológica de los biomarcadores conocidos 

(determinación en orina y sangre, concentración de gases en el condensado de 

aire exhalado o el esputo inducido) sobre fenotipos de inflamación diferentes, ha 

obligado a la búsqueda de nuevos biomarcadores. De este modo, en las dos 

últimas décadas, el aumento exponencial de conocimientos sobre la molécula de 

NO, ha permitido el desarrollo de una técnica nueva que realiza la medición de 

NO en aire espirado. Inicialmente Gustafsson et al.43 mostraron la presencia de 

NO en aire espirado en animales y posteriormente Alving et al.44 y Kharitonov et 

al.45 mostraron elevadas concentraciones de NO en aire espirado en pacientes 

con asma. A partir de este momento la investigación sobre esta técnica y su 

implicación en el estudio de inflamación en enfermedades como el asma y el 

EPOC ha permitido un mayor conocimiento de la etiopatogenia, el control clínico y 

la respuesta al tratamiento de estas enfermedades. 

 

La mayor producción de NO en la vía aérea se produce en los senos 

paranasales donde grandes concentraciones de NO son sintetizadas por la iNOS 

constitutiva presente fundamentalmente en el epitelio sinusal y nasal46,47, a 

diferencia de una menor concentración de NO presente en el tracto respiratorio 

inferior dependiente de iNOS48. La eNOS también se expresa en el epitelio de la 

vía aérea pero la contribución a la síntesis de NO es mínima comparada con la de 

la iNOS. La eNOS se expresa fundamentalmente en la circulación bronquial y 

pulmonar aunque, como la pared vascular bronquial, se encuentra en la lámina 

propia, debajo del epitelio respiratorio, parte del NO endotelial podría traspasar y 

aparecer en la espacio aéreo contribuyendo a la presencia de NO en el aire 
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espirado. Esta contribución se produce fundamentalmente en la concentración de 

NO alveolar. 

 

En el caso de la nNOS no contribuye a la concentración de NO en aire 

espirado ya que su actuación sobre neuronas postganglionares parasimpáticas 

está lejos de la luz de la vía aérea. 

 

3.2. Técnica de espiración a un flujo constante: Fracción espirada de NO 
(FENO) 

 

3.2.1. Metodología 
 

3.2.1.a. Características técnicas. La determinación de NO en aire espirado 

es un técnica no invasiva que permite cuantificar la concentración de NO que se 

encuentra en la vía aérea mediante el cálculo de la fracción espirada de NO 

(FENO). Fue la primera técnica que se desarrolló tras objetivar la presencia de 

grandes concentraciones de NO en la vía aérea y en especial en pacientes 

asmáticos.43,44 

 

 La medición se basa en una reacción de quimioluminiscencia en la que el 

NO espirado reacciona con el ozono para formar dióxido de nitrógeno (NO2) en 

estado activo. Posteriormente este NO2 vuelve al estado fundamental emitiendo 

un fotón que se mide por luminiscencia. La concentración de NO es proporcional 

a la luz emitida, es decir, el número de fotones emitidos corresponden a la 

concentración de NO en el aire espirado en partes por billón (ppb). Se trata de 

una técnica sencilla, no invasiva, rápida y que proporciona un resultado rápido y 

sensible pudiendo detectar concentraciones de NO inferiores a 1ppb. (Fig. 7) 

 

 La concentración de NO en el aire espirado dependerá de la producción de 

NO en las células de la vía aérea, de la difusión de NO desde el capilar y de la 

ventilación alveolar y flujo bronquial. Hay una seria de factores que pueden 

modificar la producción de NO en la vía aérea y por lo tanto su detección en aire 

espirado como son, la actividad de la enzima NOS, sobre todo de la iNOS que 

sintetiza la mayor parte de la concentración de NO en la vía aérea. Por otro lado, 
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la actividad de las enzimas reguladoras de la L-arginina y su inhibidor, y la 

presencia de enzimas catabólicas y modificaciones del pH favorecen la presencia 

de menor o mayor concentración de NO en aire espirado.49 
 

 
 

Fig. 7 Reacción de quimioluminiscencia del FENO 
 

3.2.1.b. Método de determinación 

 

 Desde 1997 se han desarrollado recomendaciones internacionales sobre 

las características y aplicaciones de la determinación de NO en aire espirado 

actualizadas en 2005 y 2011.50-53 

 

 La técnica de espiración a un flujo constante puede ser de dos tipos: 

 

• Método off-line en la que el aire espirado es almacenado en una 

bolsa y la medición de NO se realiza con posterioridad. 

 

• Método on-line, facilita el cálculo de FENO a tiempo real mientras se 

realiza la maniobra de espiración. Es la técnica que se utiliza 

habitualmente en la práctica clínica y en los estudios de 

investigación y que se considera como gold standard para la 

medición de FENO. 
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 El procedimiento es el siguiente:53 el individuo debe estar sentado, de esta 

forma se permite un volumen de espacio muerto menor de 10ml con lo que se 

garantiza la recogida rápida de muestra de origen respiratorio. Se debe realizar 

una inspiración hasta capacidad pulmonar total, que se realiza en la mayoría de 

los equipos de quimioluminiscencia desde el equipo. Si se realiza desde el aire 

ambiente habrá que tener en cuenta la concentración de NO ambiental. Desde 

capacidad pulmonar total se realiza una espiración al interior del equipo, no 

forzada, de entre 6 y 10 segundos de duración manteniendo un flujo constante de 

50 ml/s flujo en el cual la concentración de NO procede fundamentalmente de la 

difusión de NO en la vía aérea. Los niveles de NO espirado son flujo 

dependientes por eso el flujo de espiración debe ser estable y asegurado por el 

equipo pues a mayores flujos de espiración la concentración de FENO disminuiría. 

Además la espiración debe realizarse inmediatamente después de llegar a 

capacidad pulmonar total para evitar mantener la respiración, algo que favorecería 

la acumulación de NO en la orofaringe. (Fig. 8) 
 

 
 
Fig. 8 Representación de la técnica de FENO. El paladar blando se eleva con la presión negativa de la 

cavidad nasal (220 cm H2O); la velocidad del flujo en espiración se controla mediante la resistencia de 

espiración (Resistencia de Starling). La concentración de NO se mide mediante quimioluminiscencia, y la 

concentración de CO2 con espectroscopia de masas; PC: ordenador personal. (Adaptado de Tsoukias NM et 

al. Journal of applied physiology 199898). 

 

 Se requieren para el cálculo de FENO 2 determinaciones con una 

variabilidad <10% entre ellas y la presencia de un plateau o meseta de 3 

segundos para que la maniobra sea correcta. Se realizará una tercera 

determinación si las previas difieren en más de un 10%. Se recomienda realizar al 



INTRODUCCIÓN 

42 

menos una espiración de 6 segundos en niños y de 10 segundos en adultos, pues 

si la espiración no se mantiene este tiempo no se alcanza un plateau válido y se 

pueden determinar menores concentraciones de FENO de las reales. Durante la 

espiración un marcador visual ofrecido por el software del equipo ayudará al 

paciente a mantener la espiración al flujo requerido. (Fig. 8) 
 

 
 

 El analizador posee una resistencia bucal de entre 5 y 20 cm H20 que 

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

el NO que se encuentra en las fosas nasales. Además el equipo cuenta con un 

filtro que impide la contaminación con el NO ambiental.53 
 

3.2.1.c. Repetibilidad y Reproducibilidad de la técnica 
 

Diferentes estudios han confirmado la repetibilidad y reproducibilidad de la 

técnica tanto en individuos sanos como en el paciente asmático. El estudio de 

Salome et al.54 en población sana fue el primer estudio en mostrar una correcta 

repetibilidad de la técnica con un coeficiente de 4,58 ppb (coeficiente de 

correlación intraclase, (CCI) de 0,98). Kharitonov et al.55 demostró una alta 

reproducibilidad de la técnica en sanos (FENO media 1,83 ± 0,75ppb) con un 

coeficiente de reproducibilidad de 2,11 ppb y un CCI de 0,99 (límites de 

concordancia del análisis de Bland-Altman fueron ± 2,92 ppb; fig. 9). Además con 

el fin de evaluar el número de determinaciones necesarias se comparó el valor de 

FENO al realizar tres mediciones obteniendo una diferencia en el peor de los 

casos de 0,28 ± 5,8 ppb y la comparación entre la media de FENO de dos 

mediciones con el valor medio de FENO de las tres mediciones mostró diferencia 

de -0,26 ± 2,92 ppb (IC 95%). No se observaron diferencias estadísticamente 
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significativas entre el inicio y el final de la prueba que sugirieran efecto 

aprendizaje.55 
 

3.2.1.d. Equipo portátil de determinación de FENO 

 

 El equipo de quimioluminiscencia que permite la determinación de FENO 

según método on-line suele ser caro, de dimensiones grandes y de uso 

hospitalario, y requiere calibración exhaustiva diaria. Por estos motivos se ha 

desarrollado un equipo portátil, de pequeñas dimensiones y que permite la 

determinación de FENO de forma ambulatoria y en el domicilio del paciente sin 

requerir calibración. (Fig. 9) 
 

 La diferencia con el equipo de quimioluminiscencia es que la medición se 

realiza a través de un sensor electroquímico que permite una medición más 

rápida y precisa que el equipo de quimioluminiscencia.56 Alving et al.57 mostró una 

concordancia entre los dos equipos con un CCI de 0,97 y de 0,98 para el equipo 

portátil y para el de quimioluminiscencia respectivamente. La repetibilidad en las 

medidas fue similar. El percentil 95 de distribución de repetibilidad para el equipo 

portátil fue de 4,6 ppb y en el de quimioluminiscencia de 3,3 ppb.57 Estos datos 

fueron confirmados por otros estudios como el de Khalili et al.58 en el que se 

observó una fuerte concordancia entre los equipos. Sin embargo otros trabajos 

han observado valores superiores con el equipo portátil respecto al equipo de 

quimiolumiscencia tanto en adultos como en niños57-59 hallazgos que han 

justificado la realización de estudios para comprobar la concordancia entre ambos 

equipos y la presencia de puntos de corte.60-63 
 

 
 

Fig. 9 Equipo portátil de determinación de FENO (NIOX MINO®)  
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3.2.2. Factores asociados a la determinación de FENO 
 

 Aunque la evidencia científica es contradictoria parece haber algunos 

factores que pueden influir en la en la medición y modificar la concentración de 

FENO: 
 

3.2.2.a. Sexo. Múltiples estudios muestran resultados contradictorios 

respecto a la influencia del sexo en la determinación de FENO. El estudio de Olin 

et al.64 objetivó al igual que otros estudios65,66, valores inferiores de FENO en 

mujeres respecto a los hombres. Esta menor concentración puede deberse entre 

otros factores a una menor síntesis endógena de NO,67 diferencias en la altura, 

factor que se asocia al FENO
65,68 y a un menor área de superficie de la vía aérea 

que favorece una disminución en la capacidad de difusión de NO.69 La influencia 

del estado hormonal y el ciclo menstrual han sido estudiados con resultados 

contradictorios.70 Sin embargo, la heterogeneidad de las muestras poblacionales 

así como los diferentes equipos y flujos de espiración utilizados en los estudios 

hacen que estos datos sean dispares y a veces contradictorios. 
 

 3.2.2.b. Edad. La mayoría de los estudios muestran valores de FENO 

superiores a medida que aumenta la edad.64,65 Se ha observado una asociación 

entre la edad y los niveles de FENO cuando se comparan dos poblaciones de 

edades extremas,71 o con significación en el grupo de edad superior a 60 años.72 

Algunos autores postulan el aumento de tamaño de la vía aérea con la edad o 

cambios en la difusión de NO como causas.73 
 

 3.2.2.c. Peso. Es un factor contradictorio y aunque en algunos estudios se 

ha observado una correlación positiva entre el peso y la concentración de 

FENO
74,75 así como una disminución en pacientes que perdieron peso,76 no hay 

estudios poblacionales que demuestren esta asociación en sujetos sanos. Por 

otro lado sí se ha demostrado un aumento de niveles de FENO en pacientes 

obesos con asma grave de difícil control.77 

3.2.2.d. Tabaco. Se han demostrado valores de FENO inferiores en los 

individuos fumadores respecto a los no fumadores.78,79 Incluso se sugiere que la 

acción inmediata del tabaco previo a la determinación podría incidir sobre el 

resultado, disminuyendo las concentraciones reales de FENO.80 Estos hallazgos 
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se han atribuido a la disminución de la actividad de la iNOS en las células 

epiteliales bronquiales y de eNOS en la células endoteliales por el efecto del 

tabaco.81,82 
 

3.2.2.e. Dieta. Una dieta rica en nitratos puede aumentar las concentraciones 

de FENO por lo que se recomienda evitarlas en las horas previas.83 
 

3.2.2.f. Otros. Otros factores que podrían influir en la medición de FENO son 

la ingesta de alcohol o café, el ritmo circadiano, infecciones de la vía aérea 

superior o el ejercicio.52 Además se recomienda la realización de la medida de 

FENO previa a la espirometria52 aunque estudios posteriores no han demostrado 

una asociación significativa.84 Por otro lado, diversas enfermedades no 

respiratorias que presentan en su patogenia alteraciones en la síntesis de NO 

pueden afectar a la concentración final de FENO. Entre otras, enfermedades 

renales (glomerulonefritis crónica, insuficiencia renal crónica) o hepáticas (cirrosis 

hepática y síndrome hepatopulmonar). 
 

3.2.3. Valores de referencia de FENO 
 

 Diferentes autores han realizado ecuaciones de predicción con las que 

establecer valores de referencia de FENO en las que han incluido los factores que 

pueden influir en la medición65,85 y que han objetivado una gran variabilidad y un 

bajo valor predictivo, inferior incluso a las ecuaciones sobre valores 

espirométricos86 justificado por los múltiples factores de confusión que interfieren 

en la determinación de FENO. Sin embargo la alta reproductibilidad intrasujeto de 

la técnica87 le confiere utilidad para la comparación intrasujeto.88,89 
 

 Por otro lado en los últimos 10 años varios estudios han mostrado valores 

de FENO en una población superior a 50 sujetos sanos pero sin embargo solo 3 

estaban diseñados para establecer valores de referencia en población sana. 

Olivieri et al.90 en una muestra de 204 sanos, no fumadores, no atópicos y con 

edades entre 19 y 65 años estableció un valor medio de FENO de 10,9 ± 4,7 ppb, 

y unos valores de referencia entre 3,8 y 19,7 ppb. Travers et al.66 en una muestra 

poblacional de 193 individuos sanos mostraron valores de referencia entre 7,8 y 

41,1 ppb independientemente de la edad y encontraron valores superiores en 
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hombres, en individuos con atopia y en no fumadores. Por último y muy 

recientemente un estudio de 13275 individuos sanos entre 6 y 80 años sitúa el 

percentil 95 de FENO entre 3,5 y 37 ppb.91 En la población infantil se han 

demostrado valores entre 15 y 25 ppb, niveles que se elevan con la edad y con la 

presencia de rinitis y de conjuntivitis.92 La utilización de equipos de determinación 

diferentes y los distintos criterios de selección de individuos pueden ser 

suficientes para explicar las diferencias y los amplios márgenes de los valores de 

referencia descritos. 
 

 Así, ante el escaso valor predictivo de las ecuaciones y los resultados 

dispares de los valores de referencia algunos autores proponen el uso de punto 

de corte como Shaw et al.93 que sugieren un punto de corte de 26 ppb como valor 

clínicamente significativo al correlacionarse con un recuento de eosinófilos en 

esputo inducido >2%. 
 

 Por todos estos hallazgos, las últimas recomendaciones del 2011 

consideran que la presencia de un punto de corte de 25 ppb presenta baja 

probabilidad de inflamación de la vía aérea y requiere otro diagnóstico alternativo 

(recomendación fuerte, evidencia moderada).53 

 

3.3. Técnica de espiración a múltiples flujos: Concentración alveolar de 
NO (CANO) 

 

3.3.1. Introducción 
 

 La producción de NO medido en aire espirado procede de múltiples 

orígenes en el pulmón, como por ejemplo la región alveolar. Esto hace que la 

concentración de NO en aire espirado siga una curva exponencial, es decir, está 

inversamente relacionada con el flujo de espiración dependiendo fuertemente de 

este parámetro. A mayores flujos de espiración el tiempo de contacto de la 

corriente de aire con la superficie que aporta el NO en la vía aérea se reduce y la 

concentración del gas es menor.94 Se han demostrado así flujos de espiración 

entre 4 y 46 ml/s con concentraciones de FENO que varían desde 101,3 a 36,9 

respectivamente.95 
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 Por lo tanto el NO en aire espirado procede de dos fuentes 

fundamentalmente: tiene un origen bronquial (vía aérea grande), donde el NO 

medido en aire espirado difunde desde la pared de la vía aérea, y un origen en la 

vía aérea pequeña y región alveolar donde hay un estado de equilibrio. 
 

3.3.2. Metodología 
 

3.3.2.a. Modelos de medición 
 

a1. Modelo bicompartimental. Durante las últimas décadas hasta la 

actualidad se ha intensificado el estudio de los cambios dinámicos del NO en la 

vía aérea no solo bronquial sino hasta las regiones más distales del pulmón. Este 

conocimiento ha permitido el desarrollo de complejos modelos matemáticos y 

parámetros que permiten cuantificar estos cambios simplificándose en el 

denominado modelo bicompartimental. Este modelo asume que todos los alveolos 

se unen en un compartimento en forma de globo (compartimento alveolar) y el 

árbol bronquial en otro en forma de palo (compartimento bronquial).96,97 En el 

modelo bicompartimental la relación entre el NO y el flujo de espiración es lineal y 

por encima de un umbral de 50 ml/s en adultos sanos. Cada compartimento está 

determinado por los siguientes parámetros. 
 

 
 

Fig. 10 Modelo bicompartimental. J’awNO: flujo de NO máximo en la vía aérea grande; CawNO: concentración 

de NO en la mucosa de la vía aérea; DawNO: capacidad de difusión de NO de la vía aérea; CANO: 

concentración de NO en el alveolo; CNO: concentración de NO en fase gaseosa en la región de la vía aérea; 

FeNO: fracción espirada de NO. (Adaptado de Tsoukias NM et al. J Appl Physiol 200197).  
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 El compartimento de la vía aérea está determinado por: 

 

• El flujo de NO bronquial, denominado J’awNO (pl/s), representa el flujo de 

NO máximo en la vía aérea grande (116 generaciones bronquiales). Es el 

producto de la concentración de NO en la mucosa de la vía aérea (CawNO) y la 

capacidad de difusión de NO de la vía aérea (DawNO, ppb/s). 

 

• La capacidad de difusión de NO a la luz bronquial, DawNO. Según la Ley 

de Fick, la producción de NO en la vía aérea es proporcional a la diferencia entre 

la concentración existente en la luz y la concentración en la pared bronquial. A su 

vez la DawNO dependerá de la concentración de NO en la pared bronquial.98 

 

 El compartimiento alveolar está determinado por el tercer parámetro 

independiente del flujo, que es la concentración de NO en el alveolo, CANO (ppb) 

que sufre modificaciones de forma dinámica y cíclica con la respiración y que 

refleja el equilibrio entre el NO producido localmente y el que se difunde a la vía 

aérea. 

 

La producción de NO desde su origen en el alveolo es conducido por la vía 

aérea durante la espiración de tal forma que la concentración final de NO en la vía 

aérea grande será la suma del trasporte longitudinal desde la luz alveolar y la 

concentración del transporte trasversal desde la pared de la vía aérea. Con la 

utilización de este modelo y su parámetros se puede predecir la concentración de 

NO a cualquier flujo espiratorio. Con el fin de facilitar esos cálculos se 

desarrollaron posteriormente ecuaciones matemáticas adecuadas para el modelo 

bicompartimental que estiman de forma reproducible y fiable los parámetros 

requeridos para su uso práctico. En la descripción inicial del modelo se utilizaron 2 

flujos de espiración, entre 100 y 500 ml/s y se calcularon los parámetros J’awNO y 

CANO que se obtienen de contrastar la concentración de NO para cada flujo 

utilizado (VNO, pl/s) con el flujo espiratorio de cada espiración (VE, ml/s) de tal 

forma que la pendiente de la recta resultante es CANO y la intersección es 

J’awNO.97,99 La ecuación de Silkoff et al. permitió la determinación de la difusión de 

NO en la vía aérea: (DawNO = J’awNO x CANO).99 
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Fig. 11 Aplicación del modelo bicompartimental. J’awNO: flujo de NO máximo en la vía aérea grande; CawNO: 

concentración de NO en la mucosa de la vía aérea; CANO: concentración de NO en el alveolo; VNO: 

concentración de NO para cada flujo utilizado; VE: flujo espiratorio. 
 

 Sobre este mismo modelo otros autores posteriormente desarrollaron 

nuevas fórmulas y ecuaciones con ligeras modificaciones en cuanto a los flujos 

utilizados pero con el mismo fundamento para caracterizar la producción de NO y 

el intercambio en la vía respiratoria100,101 que fueron finalmente revisados por 

George et al.102 
 

a2. Modelo axial. Posteriormente a la introducción del modelo 

bicompartimental según las ecuaciones de Silkoff y Tsoukias, otros autores como 

Shin y George han demostrado la incorporación de la difusión axial en un modelo 

unidimensional de intercambio gaseoso pulmonar en forma de trompeta. Este 

modelo predice una back diffusion de NO desde la vía aérea hacia la región 

alveolar, contraria a la dirección de espiración, comportando una pérdida 

significativa de NO en el aire espirado.103 El resultado es una subestimación del 

flujo máximo de NO de la vía aérea y de la concentración de NO en la pared de la 

vía aérea pudiendo dar falsamente valores elevados de CANO e infraestimar 

valores de J’awNO. Ésta sólo será una pérdida significativa si la producción de NO 

es considerablemente pequeña en la vía aérea más distal. La incorporación de 

este método sobre el modelo bicompartimental incluye ecuaciones y algoritmos 

modificados más complejos. Así para tener en cuenta la difusión axial se añade 

un factor de corrección: en la determinación de CANO se añade J’awNO/0.53 y en 

la determinación de J’awNO éste se multiplica por 1.7.104,105 
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a.3. Modelo bicompartimental-axial. Posteriormente Condorelli et al.106 

desarrollaron un algoritmo que caracteriza el intercambio del NO mediante el 

modelo bicompartimental en forma de trompeta e incluyendo la difusión axial 

(trumpet model with axial diffusion [TMAD]). Este modelo fue probado en sujetos 

sanos mediante flujos de 100, 150, 200 y 250 ml/s. En comparación con el modelo 

bicompartimental simple se obtuvieron valores de J’awNO superiores y valores de 

CANO inferiores. El nuevo modelo mostró que el valor de NO en la vía aérea 

proximal es mayor de lo predicho con anterioridad y que en los bronquiolos y 

alveolos se acerca a 0.106 (Fig. 12) 
 

En su conjunto todos estos modelos demuestran que el NO en aire 

espirado varía según el flujo de espiración de tal forma que a mayores flujos el 

tiempo de contacto de la corriente de aire con la superficie por la que difunde el 

NO en la vía aérea se reduce y la concentración del gas es menor. Desde el 

punto de vista práctico la determinación de FENO según las recomendaciones 

internacionales y la técnica a un solo flujo de 50ml/s es un sustituto fiable de 

J’awNO para la medición del NO procedente del árbol bronquial. Por otro lado la 

determinación de CANO permite una aproximación a la vía aérea pequeña y a la 

región alveolar. 
 

 
 
Fig. 12 Aplicación del modelo axial-trompeta. A (z): la sección transversal del área en la posición z; CANO: 

concentración de NO en aire alveolar, CENO: concentración de NO en el aire espirado; JawNO: flujo de NO 

que se añade a la luz desde la pared de la vía aérea; J’awNO: flujo de NO máximo en la vía aérea; v: flujo de 

NO (hacia la boca), vaw = volumen de la vía aérea; z2 = posición boca. (Adaptado de Condorelli P et al. 

Journal of applied physiology 2007106).  
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3.3.2.b. La técnica. La técnica es similar a la que se utiliza para la 

determinación de FENO pero requiere un sensor de quimioluminiscencia. La 

diferencia entre las dos técnicas se encuentra en la necesidad de realizar la 

espiración a diferentes flujos y no solo a 50 ml/s, el utilizado para la determinación 

de FENO. El margen de los flujos debe ser entre 10 y 500 ml/s y se elegirán entre 

3 o 4 flujos según la ecuación utilizada para el cálculo. El trazador nos mostrará la 

concentración de NO para cada flujo espirado (VNO, pl/s). A partir de aquí y según 

las ecuaciones antes descritas se puede calcular la J’awNO, la CANO y la DawNO.52 

 

3.3.3. Valores de referencia de CANO 
 

 Aunque sí hay estudios que aportan valores de CANO en diferentes 

enfermedades, como en el asma y en la EPID, hay escasa literatura que muestre 

valores de referencia en población sana. Hogman et al.107 mostró valores entre 0 

y 4 ppb y Gelb et al.72 rangos entre 0,8 y 6,6 ppb y diferencias significativas con la 

edad. 

 

4. Aplicación clínica de NO en aire espirado en la enfermedad 
respiratoria 

 

4.1. Asma y FENO 
 

4.1.1. El asma: enfermedad inflamatoria 
 

 El asma se define como una “enfermedad inflamatoria crónica en cuya 

patogenia intervienen diversas células y mediadores de la inflamación, 

condicionada en parte por factores genéticos y que cursa con hiperrespuesta 

bronquial y obstrucción variable al flujo aéreo, total o parcialmente reversible, ya 

sea por la acción medicamentosa o espontáneamente, y que en último término es 

causante de los síntomas”. Sin embargo, la relación entre los procesos que 

intervienen así como entre la intensidad de la inflamación y la gravedad de la 

enfermedad no están bien definidas y puede haber diferencias fisiopatológicas 

entre los diferentes fenotipos de asma.108,109  
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 Desde el punto de vista patogénico, en la inflamación crónica del asma 

están implicadas múltiples células que se encuentran aumentadas en la vía 

respiratoria sobre la cual interaccionan (mastocitos y macrófagos; linfocitos Th2 y 

Linfocitos-T Nk, eosinófilos y neutrófilos en algunos pacientes con asma grave) y 

que mediante la acción de diferentes mediadores de inflamación (quimiocinas, 

cisteinileucotrienos, interleucinas)110 dan lugar a un conjunto de reacciones, 

activaciones y mecanismos de regulación responsables en definitiva del proceso 

inflamatorio (incluido el remodelado bronquial), la obstrucción al flujo aéreo y la 

hiperreactividad bronquial. 

 

4.1.2. Síntesis de NO en el asma: iNOS 
 

 En el estudio inicial de Alving et al.44 los pacientes con atopia y asma que 

no habían recibido nunca tratamiento corticoide presentaban concentraciones 

superiores de FENO respecto a sujetos sanos. Estos hallazgos tienen diferentes 

explicaciones. 

 

 En los pacientes con asma con y sin atopia existe una sobrerregulación de 

la iNOS en el epitelio bronquial111 que se correlaciona con los niveles de FENO en 

pacientes,112 y una menor concentración de iNOS en pacientes tratados con 

corticoides.111 El aumento de expresión de la iNOS en el epitelio de la vía aérea 

está regulado por un sistema alternativo no dependiente del factor nuclear 

potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NF-κβ), 

mediado por citocinas inflamatorias producidas por los linfocitos Th2. Estas 

citoquinas son las responsables mediante factores de transcripción como el 

STAT-6 (Signal Transducer and Activator of Transcription) de estimular la 

expresión de iNOS epitelial en la respuesta inflamatoria del asma.113,114 Se ha 

descrito además la presencia de polimorfismos del gen de la iNOS asociados a 

una mayor gravedad de la enfermedad, mayor eosinófilia sanguínea y elevación 

de los niveles de NO circulante115 y de FENO
116. En pacientes con asma grave y 

en sujetos sanos la regulación en la formación de NO se realiza también por la 

disponibilidad del sustrato L-arginina.117,118 
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4.1.3. FENO como marcador inflamatorio 
 

 La asociación entre FENO e inflamación en los pacientes con asma se basa 

fundamentalmente en la evidencia científica que muestra la asociación entre la 

determinación de FENO y la inflamación presente en el asma. 
 

4.1.3.a. FENO y la inflamación eosinofílica 
 

a1. FENO y esputo inducido. Los primeros estudios dirigidos a evaluar el 

FENO como marcador de inflamación en el asma lo compararon con el esputo 

inducido (EI) y observaron una buena correlación entre las dos determinaciones 

en pacientes con asma estable en tratamiento únicamente con β2 agonistas.119 

Los pacientes que tuvieron una exacerbación leve ante la reducción del 

tratamiento corticoide presentaron aumento de eosinófilos en el esputo inducido y 

de FENO que se correlacionaba con el cambio en el FEV1% y el aumento del 

tratamiento de rescate broncodilatador.120 
 

 Berry et al.121 mostraron una correlación significativa aunque moderada y 

no lineal entre FENO y eosinofilia en 56 adultos con asma independientemente de 

factores de confusión como la edad, el sexo, la presencia de atopia, estado 

funcional respiratorio o tabaquismo. Por otro lado Beerlyne et al.122 encontraron 

correlación positiva en pacientes con sospecha clínica de asma que nunca habían 

recibido tratamiento corticoideo, en pacientes con bronquitis eosinofilica y sujetos 

atópicos en consonancia con otros estudios con los mismos resultados.123-125 
  

a.2. FENO y eosinofilia en sangre. Se ha demostrado en múltiples estudios 

en adultos y niños correlación positiva entre eosinofilia en sangre y valores 

elevados de FENO tanto en pacientes con asma como en individuos con 

atopia.126,127 

 

a3. FENO y la biopsia bronquial. La biopsia bronquial ha permitido mostrar 

la utilidad del FENO para predecir persistencia de eosinofilia en asma severa 

refractaria a tratamiento. Valores de FENO superiores a 73 ppb presentaron una 
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sensibilidad y especificidad de 1 en identificar eosinofilia persistente en mucosa 

bronquial.128 

 

Además, en respuesta al tratamiento corticoide se observó una reducción 

significativa de la inmunorreactividad de los eosinófilos de la submucosa bronquial 

que se asoció a una disminución de los valores de FENO y mejora de los datos 

espirométricos.129 

 

a4. FENO y el lavado broncoalveolar (LBA). Hay múltiples estudios que 

correlacionan la eosinofilia del LBA con la determinación de FENO
129 incluso mejor 

que con la eosinofilia del esputo inducido, sobre todo después del tratamiento 

corticoideo.130 Además la determinación de FENO presenta una alta sensibilidad y 

especificidad como método diagnóstico de inflamación en la vía aérea.131,132 

 

4.1.3.b. FENO y la inflamación neutrofílica. Un 50% de los pacientes con 

asma pueden presentar una inflamación no eosinofílica.133 Lo que sugiere la 

presencia de un subgrupo de pacientes con síntomas clínicos de asma pero con 

predominio de inflamación neutrofílica en la vía aérea y sin respuesta al 

tratamiento con corticoides.133,134 La presencia de neutrofilia se ha mostrado sobre 

todo en el asma grave134 comparado con individuos sanos y con pacientes con 

asma leve. La asociación entre inflamación neutrofílica y gravedad del asma 

podría estar relacionada con la mayor producción de nitritos y de L-citrulina en vez 

de L-arginina con la consiguiente disminución de NO135 por lo que los pacientes 

con inflamación neutrofílica presentan valores de FENO disminuídos. 

 

 Los pacientes asmáticos con hábito tabáquico activo presentan también 

una inflamación neutrofílica y por lo tanto la determinación de FENO tendría un uso 

limitado.136,137 

 

4.1.3.c. FENO y otros marcadores de actividad en el asma. Se ha 

demostrado la ausencia de correlación entre FENO y el estado funcional138 en 

pacientes asmáticos recién diagnosticados de asma y sin tratamiento previo con 

corticoides. Se observó en pacientes con asma moderada/grave y síntomas 

frecuentes con requerimiento de tratamiento con broncodilatador B2, niveles 
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aumentados de FENO, mientras que los datos espirométricos presentaban escasa 

sensibilidad para detectar la falta de control del asma.44,45 Esta falta de asociación 

fue confirmada por Langley et al.139 que no encontró correlación entre FENO y el 

volumen espiratorio forzado en el primer segundo (FEV1%) en pacientes con 

asma de diferente gravedad.139 Otros estudios muestran una positiva pero débil 

asociación entre FENO y FEV1%.123 

 

 Aunque débil si se ha demostrado correlación entre FENO y otras medidas 

de función pulmonar diferentes al FEV1% como es el volumen residual (VR) y los 

mesoflujos. Lo que sugiere relación entre el FENO y el atrapamiento aéreo y la 

enfermedad de pequeña vía aérea. 

 

 Aunque con resultados contradictorios, se ha demostrado una correlación 

entre la determinación de FENO y la presencia de hiperreactividad bronquial 

medida por la concentración de metacolina a la que la que se detecta un 

descenso del 20% del FEV1% basal (PD20), en pacientes jóvenes con asma 

atópica y no atópica para inhalación con histamina.119,139 

 

4.1.4. FENO y atopia 
 

 La atopia, característica frecuente en el asma, es una condición 

determinada genéticamente sobre la presentación clínica de los individuos 

respondedores a anticuerpos IgE. Los individuos sanos están influenciados por la 

tendencia personal o familiar a producir IgE en respuesta a bajas dosis de 

alérgenos y puede hacer desencadenar síntomas típicos de asma, 

rinoconjuntivitis, dermatitis o eczema. Diferenciar a los pacientes atópicos de los 

no atópicos influirá en el impacto de las consecuencias terapéuticas. 

 La determinación de FENO presenta una fuerte correlación con la presencia 

de atopia en pacientes con y sin asma. 
 

 Los pacientes sanos con atopia presentan valores de FENO superiores 

respecto a individuos no atópicos estableciendo una asociación independiente 

entre la inflamación y la atopia sin presencia de asma, tanto en adultos como en 

niños140,141 y respecto a pacientes con asma sin atopia142. La relación entre FENO 
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y asma atópica además se ha observado ser dosis creciente, según el mayor 

número de reacciones cutáneas al alérgeno.142,143 

 

 En los pacientes atópicos no asmáticos el FENO podría ser utilizado como 

predictor de futuro desarrollo de asma y discriminar entre población atópica o 

asmática o incluso dentro de población asmática aquella con fenotipo atópico 

asociado.144 
 

4.1.5. Utilidad de FENO en el asma 
 

4.1.5.a. FENO en el diagnóstico de asma. Las herramientas utilizadas 

habitualmente en el diagnóstico de asma como la espirometría y la prueba 

broncodilatadora son variables funcionales y no inflamatorias, que presentan 

variabilidad en el tiempo, sensibilidad baja sobre todo en aquellos sujetos con 

enfermedad moderada y escasa correlación con los síntomas por lo que su 

utilidad clínica es limitada.145,146 
 

 Los primeros datos sobre el uso del FENO en el cribaje de pacientes con 

asma, mostraron una buena capacidad discriminatoria aunque con resultados 

dispares debido al punto de corte de FENO óptimo seleccionado y por diferentes 

definiciones de asma o diferentes flujos de espiración utilizados en la técnica. 
 

 El primer estudio fue el de Dupont et al.147 en el que a puntos de corte 

mayores aumentaba la especificidad siendo del 100% para un punto de corte de 

20 ppb. En otros estudios como el poblacional de Henriksen et al.148 y el de 

Deykin et al.149 se observaron puntos de corte tan dispares como 8 o 30 ppb, 

respectivamente.149 

 

El estudio de Smith et al.150 demostró que la presencia de una 

concentración de FENO >20 ppb presentaba una sensibilidad de 88% para el 

diagnóstico de asma en pacientes con sospecha clínica sin antecedentes de 

tratamiento con corticoides. Además la determinación de FENO presentó mayor 

capacidad diagnóstica en comparación con las pruebas convencionalmente 

utilizadas como son la prueba broncodilatadora positiva e hiperreactividad 
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bronquial. Posteriormente otros estudios como el de Heffler et al.151 corroboraron 

los hallazgos de Smith et al. 
 

4.1.5.b. FENO en el control del asma 
 

b.1. Predicción de exacerbaciones. La determinación de FENO puede ser 

útil en la predicción de la exacerbación asmática. La presencia de eosinofilia en el 

esputo inducido y niveles elevados de FENO se ha relacionado con la presencia de 

exacerbaciones en pacientes asmáticos en tratamiento con corticoide 

inhalado.120,152,153 (Fig. 13) 
 

 Diversos estudios aleatorizados a doble ciego que evalúan la utilidad del 

FENO en el manejo del control del asma154-156, coinciden en la utilidad de FENO en 

predecir y detectar la presencia de exacerbaciones. En comparación con los 

métodos  convencionales de control (síntomas, presencia de hiperreactividad 

bronquial, función pulmonar y esputo inducido) se ha demostrado que la 

presencia de valores de FENO elevados precede a estas medidas y por lo tanto 

puede ser un marcador precoz de predicción de exacerbación.157,158 

 

 
 

Fig. 13 FENO en pacientes con exacerbación asmática. (Adaptado de Jatakanon A et al. AJRCCM 2000120). 
 

La mayoría de estos estudios muestran como el grupo de pacientes 

controlado con la determinación de FENO presentó menor número de 

exacerbaciones y requirió menor dosis de tratamiento con corticoides para 

mantener el control del asma que el grupo controlado de por los métodos 

convencionales.93,154-156 Algunos resultados contradictorios como el estudio de  
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Szefler et al.159 no han mostrado sin embargo diferencias entre la utilidad de FENO 

o la clínica. 

 

 Posiblemente la mayoría de los estudios que utilizan el FENO para el control 

clínico y predicción de exacerbaciones, establecen valores de corte definidos a 

priori para la población estudiada y tienen un importante grado de heterogeneidad 

clínica (diferente definición de exacerbación, duración del estudio y variabilidad en 

el punto de corte de FENO), lo que justifica la necesidad de establecer valores 

intraindividuo que permitan comparar diferentes situaciones clínicas respecto al 

valor basal en el mismo paciente.158 

 

b.2.Monitorización de la respuesta terapéutica. El tratamiento 

antiinflamatorio con corticoides inhalados160,161 y sistémicos162-164, reduce las 

concentraciones de FENO de forma rápida, y dosis dependiente permitiendo su 

utilidad en el control del asma.165 Es un buen predictor de respuesta al tratamiento 

corticoideo166 ya que es útil para identificar a los pacientes que tienen probabilidad 

de responder al tratamiento antiinflamatorio.154,167 

 

 La falta de disminución de los niveles de FENO en pacientes asmáticos en 

tratamiento con corticoide permite además detectar en la práctica clínica la 

necesidad de optimizar el tratamiento, evaluar el cumplimiento y detectar la 

resistencia a los esteroides.168 

 

4.2. Síndrome de apnea-hipoapnea obstructiva del sueño (SAHS) y el NO 
en aire espirado 

 

4.2.1. Introducción, concepto y definición 
 

 El síndrome de apnea-hipoapnea obstructiva del sueño (SAHS) es una 

enfermedad muy prevalente que afecta a entre el 4 y 6% de los varones y a entre 

el 2 y 4% de las mujeres en la población adulta, aunque se considera que 

aproximadamente el 24% de los hombres y el 9% de las mujeres en la población 

general presenta un trastorno respiratorio del sueño con o sin clínica asociada, lo 

que supone un problema de salud pública y coste económico.169-171 
 



INTRODUCCIÓN 

59 

 El SAHS se caracteriza por la presencia durante el sueño de episodios 

repetidos de disminución o interrupción del flujo oronasal debido al colapso parcial 

(hipoapnea) o completo (apnea) de la vía aérea superior. Estos episodios se 

acompañan de: desaturaciones cíclicas nocturnas en forma de 

hipoxia/reoxigenación (hipoxia intermitente crónica), aumento de la actividad 

neurovegetativa y cambios en la presión intrapleural.172 (Fig. 14) La hipoxia 

intermitente y el aumento de la actividad simpática favorecen la aterogénesis por 

diferentes vías patogénicas173 asociando el SAHS a un mayor riesgo de 

desarrollar hipertensión arterial (HTA)174-176, síndrome metabólico177, enfermedad 

cardiovascular178, cerebrovascular179,180 y aumento de la mortalidad vascular y 

global.181-184 
 

 Por otro lado y como consecuencia de los eventos respiratorios nocturnos 

pueden producirse despertares transitorios corticales (arousals) que fragmentan la 

arquitectura del sueño dando lugar a sueño no reparador.185,186 
 

 La perpetuación en el tiempo de este conjunto de fenómenos de forma 

crónica es responsable del cuadro clínico del SAHS caracterizado por ronquidos, 

pausas respiratorias nocturnas, excesiva somnolencia diurna187, alteración de las 

funciones cognitivas (falta de concentración, pérdida de memoria, dificultad de 

coordinación)188, deterioro de la calidad de vida188 y aumento de la tasa de 

accidentes de tráfico y laboral.189,190 

 

 
 

Fig. 14 Representación de la apnea en el SAHS. 
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 Los factores de riesgo que predisponen el desarrollo de SAHS son entre 

otros, la edad, el género masculino y la obesidad, principal factor de riesgo en la 

población adulta. Otros factores como el alcohol, el tabaquismo o la posición en 

decúbito supino lo agravan, y la presencia de alteraciones craneofaciales, 

endocrinopatías (acromegalia, hipotiroidismo), la menopausia y factores genéticos 

aumentan la probabilidad.172 

 

 Para el diagnóstico de SAHS se requiere la realización de un estudio 

nocturno, siendo la polisomnografía convencional (PSG) el método de referencia, 

que mediante el registro de variables neurofisiológicas, respiratorias y cardiacas 

permite analizar las fases de sueño, la detección de los eventos respiratorios 

nocturnos, los episodios de desaturación arterial y los despertares transitorios.191-

193 

 

 La poligrafía respiratoria (PR) es un método igualmente válido que permite 

el diagnóstico de hasta un 80% de los pacientes con sospecha clínica de SAHS; 

sus ventajas sobre la PSG son la sencillez del montaje y de la interpretación. No 

permite, sin embargo, el estudio de las variables neurofisiológicas por lo que su 

uso como método diagnóstico requiere de una cuidadosa selección del 

paciente.192 

 El diagnóstico de SAHS se realiza mediante una historia clínica sugestiva y 

un estudio nocturno compatible (PSG o PR). Para ello se ha definido la presencia 

y la severidad del SAHS mediante el índice de apnea-hipoapnea (IAH), que es la 

suma de apneas e hipoapneas que se realizan divididas por las horas de sueño 

(PSG) o de estudio (PR). Los criterios para estandarizar la evaluación de los 

eventos respiratorios establecen la siguiente clasificación del SAHS: un IAH < 5 

no es patológico; SAHS leve (IAH: 5-14,9), SAHS moderado (IAH: 15-29,9) y 

SAHS grave (IAH > 30).172,193 

 

 El tratamiento del SAHS grave o clínicamente muy sintomático fue descrito 

por primera vez en 1981. Se realiza mediante un equipo de aplicación nocturna de 

presión positiva continua en la vía aérea superior (CPAP) por vía nasal, para 

contrarrestar las fuerzas de oclusión aumentadas en el SAHS. El objetivo del 

tratamiento es evitar el colapso de la vía aérea superior y eliminar los eventos 
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respiratorios nocturnos, la desaturación arterial nocturna, normalizar el IAH y la 

eficiencia y arquitectura del sueño, y en consecuencia, tratar los síntomas del 

paciente, mejorar la calidad de sueño y de vida y disminuir el riesgo de 

complicaciones asociadas.172,194,195 El tratamiento con CPAP ha demostrado ser 

efectivo, mejorando la clínica, disminuyendo las cifras de tensión arterial,196 la 

resistencia a la insulina,197 y la mortalidad cardiovascular.181 

 

 La indicación de tratamiento con CPAP se establece según la normativa en 

aquellos pacientes con un SAHS grave (IAH>30) o un SAHS moderado (IAH 15-

29,9) con síntomas y/o comorbilidad importante.4,192 En los pacientes con SAHS 

menos grave se recomienda individualizar la indicación. Hay evidencia científica 

que demuestra que un IAH>15 comporta un mayor riesgo cardiovascular 

independientemente de los síntomas, aumentando claramente este riesgo si el 

IAH es >30.181,183 

 

4.2.2. Etiopatogenia del SAHS 
 

El mecanismo etiopatogénico del SAHS es multifactorial y ha sido objeto de 

una amplia investigación en la última década. Se han identificado una serie de 

factores que contribuyen en último término al aumento de la inestabilidad y la 

colapsabilidad de la vía aérea superior (VAS).198 (Fig. 15) 

 

4.2.2.a. Factores anatómicos: LA VAS de los pacientes con SAHS es más 

pequeña en su luz, estrecha lateralmente, sobre todo en la región retropalatal y de 

mayor longitud, características anatómicas que favorecen el colapso y que se 

asocian a la gravedad del SAHS.199,200 Presentan mayor cantidad de tejido blando 

en proporción al espacio disponible, sobre todo de tejido muscular o en las 

mujeres, de predominio graso.201 

 

4.2.2.b. Factores mecánicos: La actividad de los músculos dilatadores de la 

faringe, sobre todo del hipogloso, fundamental para mantener la estabilidad de la 

VAS, disminuye durante el sueño favoreciendo el desarrollo de colapso de la 

misma en pacientes con SAHS.202 
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4.2.2.c. Factores neurológicos: El control de los músculos dilatadores de la 

VAS se realiza a través de una serie de vías neurógenas que pueden encontrarse 

alteradas en el SAHS y favorecer el colapso de la VAS.203 

 

 
 

Fig. 15 Mecanismos etiopatogénicos del SAHS 

 

El colapso repetido de la VAS condiciona episodios de hipoxia-

reoxigenación, despertares nocturnos transitorios (arousals), aumento de la 

presión intratorácica negativa y un aumento de la actividad neurovegetativa y del 

estado simpático.121 Estos eventos agudos nocturnos repetitivos cada noche de 

forma crónica favorecen la activación de diferentes mecanismos intermedios 

como son la disregulación autonómica y metabólica, la inflamación, el estrés 

oxidativo, la disfunción endotelial y la hipercoagubilidad que intervienen como 

factores patogénicos multifactoriales en el desarrollo de arteriosclerosis y 

enfermedad cardiovascular (hipertensión arterial, cardiopatía isquémica, 

accidentes cerebrovasculares, arritmias, insuficiencia cardíaca crónica y 

mortalidad cardiovascular).176,181,182 La interacción de estos mecanismos con 

diferentes factores de riesgo individuales (género masculino, obesidad, 

tabaquismo o perimenopausia, o la presencia de síndrome metabólico, resistencia 

a la insulina e hiperlipidemia)204,205 pueden dar lugar a los diferentes fenotipos 

individuales de pacientes con SAHS.206 (Fig. 16) 
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Fig. 16 Interacciones patofisiológicas entre SAHS, mecanismos predisponentes a riesgo cardiovascular y 

enfermedad cardiovascular. (Adaptado de Caples SM, et al. Sleep 2007). 
 

4.2.3. Mecanismos implicados en la disfunción endotelial. 
 

 La hipoxia intermitente es el elemento fundamental que favorece la 

producción de mecanismos intermedios relacionados entre sí y que en última 

instancia favorecen la disfunción endotelial, el desarrollo de arteriosclerosis y el 

riesgo cardiovascular. Se describirán brevemente cada uno de estos mecanismos 

haciendo hincapié en la inflamación y en el estrés oxidativo, relacionados con el 

NO. 
 

4.2.3.a. Inflamación (Fig. 17) 
 

a1. Inflamación local 
 

a1.a. Mecanismos. El SAHS se caracteriza por la presencia de un proceso 

inflamatorio local, que afecta a la VAS y a la vía respiratoria bronquial. Los 

principales mecanismos implicados son: 
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• Episodios de hipoxia-reoxigenación. Los episodios de cierre y apertura 

repetitiva de la VAS favorecen la producción de episodios de hipoxia-

reoxigenación, los cuales desencadenan la liberación de radicales libres, estrés 

oxidativo y daño endotelial. Se liberan también mediadores inflamatorios 

sistémicos y locales en la propia vía aérea que producirán el proceso inflamatorio 

local.206 
 

• La colapsabilidad de la VAS. La presión negativa que se asocia al inicio 

de la inspiración favorece una disminución del lumen de la VAS y un aumento de 

la resistencia al flujo. Este mecanismo persistente y repetido en el tiempo sobre 

una VAS de mayor resistencia, requiere de una mayor presión negativa 

inspiratoria lo que favorece la obstrucción de la VAS y la colapsabilidad. Como 

consecuencia se generan alteraciones estructurales y funcionales locales que dan 

lugar a un proceso inflamatorio local en la VAS, la cual favorece aún más la 

obstrucción de la VAS y promueve la disfunción neuromuscular.207-209 La pérdida 

de la sensibilidad faríngea podría alterar el reflejo de inspiración de la VAS en 

respuesta al aumento de presión intraluminal negativa, lo que aumenta la 

colapsabilidad de la VAS.208 

 

• Trauma mecánico. El estrés mecánico local que se desarrolla 

secundariamente a la oclusión repetida de la VAS, al ronquido, la vibración y el 

colapso durante las apneas provoca daño tisular e inflamación local.208 

 

En el estudio de Puig et al.210 se demuestra como la aplicación de un 

estímulo vibratorio similar al ronquido, puede favorecer una respuesta inflamatoria 

en las células del epitelio bronquial mediante la cascada inflamatoria de la 

interleucina-8 (IL-8). Almendros et al.211 demostraron en un modelo animal agudo 

de SAHS, una sobreexpresión génica de mediadores inflamatorios como la 

proteína inflamatoria MIP-2, TNF-α, la interleuquina-1b y la P-selectina en el tejido 

laríngeo, con resultados similares en el tejido de paladar blando. Estos hallazgos 

podrían explicar el predominante efecto del colapso, cierre y reapertura de la VAS 

en el proceso inflamatorio local.211 
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a1.b. Hallazgos histopatológicos de inflamación local en el SAHS 

 

• Inflamación de la VAS 

 

La estructura anatómica favorece la obstrucción de la VAS en los pacientes 

con SAHS, observándose un estrechamiento de la VAS secundario a un mayor 

grosor de la pared faríngea por aumento de partes blandas que no siempre se 

asocia a una anormalidad ósea o a depósito graso.212 El aumento de partes 

blandas en la faringe del paciente con SAHS podría ser secundario a depósito 

inflamatorio. La presencia de cambios morfológicos como edema en la lámina 

propia con congestión y dilatación vascular e hipertrofia de partes blandas en 

muestras faríngeas de pacientes con SAHS, y en menor medida, en roncadores 

en comparación con individuos control, apoya estas hipótesis.213 

 

Sekosan et al.214 objetivaron infiltración celular plasmática extensa a 

expensas de un acúmulo leucocitario y edema intersticial en la lámina propia de la 

mucosa de la úvula de pacientes con SAHS moderado-intenso. La reducción del 

tejido conectivo subepitelial de la úvula hipotéticamente producido por el efecto 

mecánico de la vibración, podría contribuir a la inestabilidad de la vía aérea 

mediante la pérdida de la conexión entre el tejido epitelial y subepitelial.209 

Rubinstein et al.215 observó en el lavado nasal de pacientes con SAHS comparado 

con individuos sanos, una infiltración de leucocitos polimorfonucleares, bradikinina 

y péptido vasoactivo intestinal. 

 

La ausencia de inflamación en pacientes con SAHS posicional y 

roncadores importantes descritos en el estudio reciente de Hauber et al.216 

sugieren posiblemente estadios iniciales del proceso inflamatorio o la existencia 

de diferentes fenotipos de SAHS. 

 

• Inflamación bronquial 

 

El gradiente de presión causado por la obstrucción intermitente de la VAS 

es trasmitida a todo el árbol respiratorio lo que asociado a la activación de 

receptores neuronales por neuropéptidos y péptidos que provocan edema 
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bronquial e hiperactividad muscular de la VAS, favorece el desarrollo de 

inflamación bronquial. Se ha demostrado implicación de la IL-8 y del factor de 

crecimiento vascular endotelial (VEFG) en el desarrollo de la inflamación 

bronquial de los pacientes con SAHS.217,218 

 

a2. Inflamación sistémica. Los episodios de hipoxia-reoxigenación cíclicos y 

crónicos que se producen durante los episodios de apneas son los responsables 

de activar el proceso inflamatorio sistémico y la disfunción endotelial secundaria 

mediante la estimulación de factores de trascripción, moléculas de adhesión y 

citoquinas pro-inflamatorias y reactantes de fase aguda.219 (Fig. 17) 

 

a2.a. Factores de trascripción. La hipoxia intermitente activa los 

mecanismos inflamatorios a través de dos factores de trascripción sensibles a la 

hipoxia, el NF-κβ y el factor de transcripción inducible por hipoxia-1 (HIF-1). De la 

interacción entre ambos factores surge la respuesta inflamatoria a la hipoxia.220-222 

(fig. 17) 

 

a2.b. Moléculas de adhesión y citoquinas. 

 

• Moléculas de adhesión. La activación y expresión de las moléculas de 

adhesión en los leucocitos y plaquetas aumentan y favorecen la interacción con 

las células endoteliales, la síntesis de radicales libres y una mayor capacidad 

citotóxica contra el endotelio, incrementando así el proceso inflamatorio y la 

disfunción endotelial.223 En los pacientes con SAHS los monocitos, células 

polimorfonucleares (PMN) y varias subpoblaciones de células T expresan altos 

niveles de moléculas de adhesión (p-selectinas, molécula de adhesión 

intercelular-1 (ICAM-1), y molécula de adhesión vascular-1 (VCAM-1) y una mayor 

adherencia a las células endoteliales, niveles que disminuyen después del 

tratamiento con CPAP.223,224 
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Fig. 17 Etiología y factores implicados en la inflamación en el SAHS. (Adaptado de Ryan S et al. Circulation 

2005219). 
 

• Citoquinas inflamatorias. Las citocinas son moléculas sintetizadas y 

liberadas por muchos tipos celulares, que regulan el sistema inmune mediante 

reacciones complejas en las que intervienen factores de transcripción que facilitan 

la activación de macrófagos, la proliferación celular, la disminución de la actividad 

del NO y la activación de las células endoteliales, mecanismos todos ellos 

implicados en la progresión de la aterosclerosis.225 En los pacientes con SAHS la 

hipoxia intermitente facilita la expresión de citoquinas pro-inflamatorias mediante 

la activación de NF-κβ, como la interleucina 6 (IL-6), IL-8 y el TNF-α, cuyos 

niveles están aumentados y decrecen después del tratamiento con CPAP.226 

 

a2.c. Reactantes de Fase Aguda. La proteína C-reactiva (PCR) es una 

proteína activada principalmente por la IL-6 en condiciones de estrés oxidativo y 

secretada por el hígado. La PCR induce la expresión de moléculas de adhesión 
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en células endoteliales e inhibe la vasodilatación dependiente de NO 

endotelial,227,228 por lo que se asocia con inflamación y aterosclerosis, siendo un 

fuerte predictor de eventos coronarios y enfermedad arterial periférica en 

población sana.229 En los pacientes con SAHS existen niveles altos de PCR y de 

IL-6 comparado con sujetos sanos y sus niveles se correlacionan con la severidad 

del SAHS y disminuyen con el tratamiento con CPAP.230-232 

 

4.2.3.b. Estrés oxidativo. Mecanismos. Uno de los mecanismos 

fundamentales que originan la disfunción endotelial en el SAHS es el estrés 

oxidativo endotelial, en el que los episodios de hipoxia-reoxigenación se 

acompañan de cambios en la vasoregulación del tono vascular, lo que promueve 

el aumento de síntesis de RLO y de las ERN. Su producción excesiva favorece 

procesos de daño tisular y vascular mediante vías anómalas de señalización, 

activación de vías inflamatorias y procesos de oxidación de macromoléculas 

biológicas (DNA, proteínas, carbohidratos y lípidos), generando un estado de 

estrés oxidativo.233 

 

El radical libre superóxido (O2
-) es el RLO más abundante del organismo e 

interviene mediante la reacción con el NO en la formación de peroxinitrito (ONOO-), 

fundamental en el desarrollo de estrés endotelial. El peroxinitrito, la ERN más 

importante del organismo, nitrosila residuos de tirosina produciendo nitrotirosina 

en las células endoteliales que favorece el daño vascular.234 

 

Los grupos de Schulz et al.236 y Dyugovska et al.223 demostraron un 

aumento de marcadores plasmáticos de estrés oxidativo a partir de neutrófilos y 

monocitos estimulados en pacientes con SAHS comparado con individuos 

controles que fueron neutralizados después del tratamiento con CPAP. En el 

estudio de Jelic et al.235 se demostró un aumento de los niveles de nitrotirosina 

respecto a controles sanos que disminuyó después del tratamiento con CPAP. 

(Fig. 18) Los mecanismos de estrés oxidativo en el SAHS son los siguientes: 
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Fig. 18 Derivados de NO antes y después del tratamiento con CPAP. (Adaptado de Jelic S et al. Circulation 

2008235). 
 

b1. Disminución de biodisponibilidad de NO. 

 

• El NO es un potente vasodilatador que regula y mantiene la 

vasodilatación y atenúa la expresión de moléculas de adhesión, propiedades que 

permiten prevenir la vasoconstricción e inhibir la interacción entre leucocitos y 

células endoteliales, para mantener así un endotelio funcionalmente sano. La 

hipoxia intermitente y los RLO favorecen mediante diferentes mecanismos una 

disminución de la biodisponibilidad del NO. Por una parte, el aumento de RLO, 

que rápidamente reacciona con el NO y una disminución de la disponibilidad del 

sustrato L-Arginina por acción de la arginasa-II, cuya actividad está aumentada 

por la hipoxia intermitente, contribuyen al déficit de NO. Por otro lado, se produce 

una disminución de la actividad y/o síntesis de la eNOS por diferentes 

mecanismos. Uno de ellos, el más importante, el desacoplamiento de la eNOS. La 

eNOS es una enzima citocromo p450 reductasa, que requiere del cofactor 

tetrahidrobiopterina (BH4), para que a través de su forma oxigenasa, (forma 

acoplada de eNOS) realice la síntesis de NO desde L-arginina. Sin embargo, la 
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eNOS en su forma reductasa (forma desacoplada de eNOS), no utiliza BH4, sino 

NADPH. En aquellas situaciones en que haya un déficit o una alteración en la 

función de la BH4 la eNOS adopta un estado desacoplado, pasa a forma 

reductasa y genera en vez de NO, superóxido.237,238 En los pacientes con SAHS 

el peroxinitrato, que se encuentra aumentado, produce la oxidación de la BH4, 

inutilizándola para intervenir en la síntesis de NO endotelial y favoreciendo la 

forma desacoplada de la eNOS.239 El desacoplamiento de la eNOS, además de 

disminuir al biodisponibilidad del NO favorecerá el estrés oxidativo en el paciente 

con SAHS al aumentar la síntesis de superóxido, contribuyendo a un déficit de NO 

y a mayor estrés oxidativo.240 En el estudio de Stroes et al.241 el tratamiento con 

BH4 restableció la función endotelial pudiendo ser ésta una diana terapéutica. 

 

Otro factor es la activación del factor inducible de hipoxia-2 que actuará a 

nivel trascripcional sobre el mRNA de la eNOS disminuyendo su síntesis y 

actividad. A nivel postrascripiconal y mediante la Rho quinasa desestabilizará el 

mRNA de la eNOS alterando su actividad. Jelic et al. demostraron en pacientes 

con SAHS una menor actividad de eNOS en las células endoteliales.242 El 

aumento en la síntesis del inhibidor de la eNOS en pacientes con SAHS se 

correlaciona directamente con la alteración en la vasodilatación mediada por 

flujo.243 

 

b2. Peroxidación lipídica. El O2
- y el OONO- son los responsables de la 

peroxidación lipídica, marcador de estrés oxidativo ampliamente utilizado para 

valorar disfunción endotelial en pacientes con SAHS. La oxidación de 

lipoproteínas de baja densidad (LDLOX) interviene en el proceso de 

arteriosclerosis al alterar la respuesta vasomotora, y favorecer el proceso 

inflamatorio. 

 

En los pacientes con SAHS se han objetivado un aumento de los niveles 

circulantes de LDLOX y aumento de excreción urinaria de 8-hidroxi- 2’-

deoxyguanosina (8-OHdG) que se atenúan tras el tratamiento con CPAP.244,245 
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Hoffman et al.246 demostró en pacientes con SAHS cambios en los genes 

implicados en la regulación de las enzimas que intervienen en la peroxidación 

lipídica, como la superóxido dismutasa y la catalasa. 

 

b3. Aumento de antioxidantes. Los mecanismos de defensa antioxidante, 

sistemas de la superóxido dismutasa (SOD), peroxidasa catalasa y glutatión, 

moléculas como la vitamina C y E, el glutatión y el ácido úrico, regulan un estado 

de oxidación-reducción en equilibrio e impiden una excesiva formación de 

radicales libres que favorezca el daño tisular. Cuando esta propiedad se pierde se 

produce una excesiva producción de radicales libres que alteran la actividad y 

función celular de diferentes moléculas como el DNA, lípidos y proteínas o 

hidratos de carbono.247 

 

En los pacientes con SAHS se ha descrito una disminución de niveles de 

Vitamina A y E.248 El tratamiento de pacientes con SAHS con antioxidantes como 

el inhibidor de la xantina oxidasa, el alopurinol o mediante inyección de vitamina C 

mejoraron la disfunción endotelial de estos pacientes,249,250 así como el 

tratamiento con CPAP restableció en el estudio de Faure et al.251 los niveles 

séricos de albúmina. 

 

4.2.3.c. Activación simpática. 

 

En los pacientes con SAHS la hipoxia intermitente crónica activa el sistema 

nervioso simpático mediante estimulación cerebral y periférica de los 

quimiorreceptores del cuerpo carotídeo, lo que condiciona cambios en el sistema 

autonómico, humoral, neurohormonal y hemodinámico, dando lugar a mayor 

vasoconstricción y aumento del gasto cardiaco y de la presión arterial.252 

 

4.2.3.d. Alteraciones de la coagulación. 

 

Los pacientes con SAHS presentan un estado de hipercoagubilidad 

(aumento de fibrinógeno y de algunos factores de coagulación, mayor viscosidad 

sanguínea y hematocrito).253 Además presentan una mayor activación de las 

plaquetas que favorece una mayor adherencia y agregación plaquetaria. Algunos 
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estudios han demostrado como el tratamiento con CPAP mejora la coagulaopatía 

presente en el SAHS.254,255 

 

4.2.4. Aplicación clínica de FENO en el SAHS. 
 

El estudio de la inflamación de la VAS en el SAHS se ha realizado 

principalmente en muestras de uvulopalatofaringoplastia y recuentos celulares de 

broncoscopias o lavados faringolaríngeos. En los últimos años se han 

desarrollado técnicas no invasivas de monitorización de la inflamación en 

pacientes con SAHS de una forma fiable, no invasiva y reproducible. 

 

A diferencia del asma la presencia de eosinófilos en el esputo inducido no 

ha sido consistente en los pacientes con SAHS. Solo se ha observado una mayor 

incidencia de SAHS en los pacientes que tienen síndrome de eosinofilia con rinitis 

alérgica, en los que se favorece un aumento de resistencia de la VAS y por lo 

tanto predisposición a presentar SAHS. 

 

La inflamación celular predominante en pacientes con SAHS es la 

neutrofílica, células de primera línea en la defensa inmunológica que intervienen 

en el desarrollo de citoquinas inflamatorias, mediadores lipídicos y péptidos 

antibacterianos. Diferentes estudios han mostrado un incremento de neutrófilos en 

el esputo inducido de pacientes con SAHS. El estudio de Depalo et al.217 puso de 

manifiesto un predominio celular de neutrófilos en los pacientes con SAHS 

respecto controles, que se correlacionaba con la gravedad del SAHS. El estudio 

de Salerno et al.218 muestra en un grupo de pacientes con SAHS un aumento de 

la celularidad en el esputo de predominio neutrofílico, a diferencia del predominio 

de macrófagos en el grupo control. 

 

El estudio de Olapade et al.256 en la década de los 90 fue el primero en 

valorar la concentración de óxido nítrico en aire espirado en pacientes con 

SAHS.64 Se objetivaron niveles superiores de NO en el cavidad nasal y oral en los 

pacientes con SAHS comparado con los individuos sanos. Además ambos niveles 

fueron mayores por la mañana lo que sugiere un incremento de la inflamación de 

la vía aérea superior durante las horas de sueño. La inflamación nasal se 
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correlacionó con la gravedad del SAHS, de forma que los pacientes moderados-

graves presentaban mayor concentración de NO nasal. 

 

Estudios posteriores han mostrado resultados contradictorios en la 

utilización de FENO, Depalo et al.217 objetivó niveles de FENO elevados en los 

pacientes con SAHS y que se correlacionaban con la gravedad mientras que 

Petrosyan et al.257 y recientemente Foresi et al.258 no hallaron diferencias en la 

concentración de FENO en los pacientes con SAHS comparados con los controles. 

 

La inflamación en el SAHS se prolonga más allá de la VAS y afecta 

también al árbol bronquial. La IL-8 regula la inflamación bronquial en el asma 

grave259 y se ha demostrado que también lo hace en el SAHS. El grupo de 

Devouassoiz et al.260 demostró inflamación bronquial en pacientes con SAHS de 

predominio neutrofílico, que se correlacionaba con la presencia de IL8 en el 

esputo inducido, asociado a una mayor gravedad del SAHS y a valores elevados 

de FENO. 

 

El papel de la obesidad es siempre un factor de confusión en el SAHS.71 El 

tejido adiposo, fundamentalmente la grasa visceral, produce citoquinas y múltiples 

factores implicados en la infamación local y sistémica que podría contribuir a una 

mayor inflamación local en los pacientes con SAHS. La presencia de niveles de 

FENO elevados en individuos obesos sin patología respiratoria asociada lo 

corrobora. Depalo et al.217 y Carpagnano et al.261 compararon pacientes con 

SAHS con individuos obesos sin SAHS y con controles no SAHS-no obesos; los 

pacientes con obesidad presentaban valores de FENO superiores a los controles, 

aunque no tan elevados como los pacientes con SAHS. Sin embargo a pesar de 

que otros estudios como el de Petrosyan et al.257 muestran resultados similares, 

por el momento, no hay datos concluyentes sobre el papel de la obesidad en el 

desarrollo de inflamación de la VAS en los pacientes con SAHS. 

 

4.2.5. Aplicación clínica de CANO en el SAHS. 
 

4.2.5.a. Medición de disfunción endotelial: métodos habituales. Los 

estudios con modelos animales que sugieren alteraciones en la expresión y 
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actividad de la eNOS muestran resultados contradictorios, en algunos casos 

aumentada, disminuida en otros, e incluso sin cambios en alguno de ellos. Esta 

disparidad es el resultado de la dificultad de medir la actividad del enzima en 

situación de hipoxia e hipoxia-reoxigenación.262-264 Los modelos que simulan 

condiciones de hipoxia presentan diferencias metodológicas en cuanto al tiempo 

de exposición, en algunos casos muy corto, o diferentes lechos vasculares y de 

especie. Uno de los modelos crónicos de hipoxia intermitente más estables (ciclos 

de 30 segundos durante 6-8 h/d, durante 35 días) objetivó una menor respuesta 

vasodilatadora en respuesta a acetilcolina, estimulador de liberación de NO 

endotelial, hallazgos que apoyan la menor biodisponibilidad de NO en el SAHS.265 

 

En estudios clínicos se ha demostrado una menor concentración de los 

productos estables derivados de NO circulantes (nitratos/nitritos) en pacientes con 

SAHS respecto a controles sanos en múltiples estudios. Además existe una 

correlación con la vasoreactividad mediada por flujo alterada, hecho que apoya la 

implicación del déficit de NO endotelial en el riesgo cardiovascular de los 

pacientes con SAHS. La técnica mide la dilatación de la arteria braquial mediada 

por flujo (flow mediated dilation, FMD) que pone en evidencia el grado de 

vasoreactividad endotelial en el que interviene el NO.266 Múltiples estudios que 

evalúan esta técnica han demostrado cómo los pacientes con SAHS presentan 

vasodilatación mediada por flujo alterada, reflejo directo de la menor 

disponibilidad de NO endotelial en estos pacientes.267-269 Otros hallazgos como la 

medición de la isoforma eNOS oxigenasa, disminuida en los pacientes con 

SAHS270 o la presencia de un aumento del grosor de la íntima y media arterial y 

ateromas calcificados arteriales, el depósito de peroxinitrito en la microcirculación, 

y defectos en la trascripción de la eNOS, permiten medir también la disfunción 

endotelial del SAHS. 

 

Múltiples estudios que evalúan la disfunción endotelial muestran el efecto 

terapéutico beneficioso de la CPAP sobre ésta271-276 mediante el restablecimiento 

de los mecanismos de injuria endotelial,277,278 y aunque algunos estudios no han 

demostrado diferencias entre pacientes con SAHS y controles sanos 

posiblemente la gravedad del SAHS y la influencia de factores asociados, como la 

obesidad influyan en estas diferencias.279  
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4.2.5.b. Determinación de CANO 

 

b.1. Difusión de NO. La mayor expresión de eNOS y por lo tanto de síntesis 

de NO endotelial se produce en la circulación bronco-pulmonar, aunque como la 

pared vascular bronquial se encuentra en la lámina propia, debajo del epitelio 

respiratorio, parte del NO endotelial difunde al espacio aéreo contribuyendo a la 

presencia de NO en el aire espirado.280,281 
 

Por otro lado la ventilación en el tracto inferior de la vía aérea remueve el 

NO a este nivel que difunde a la sangre a través de la membrana alveolo-capilar 

donde se une a la hemoglobina (Hb) con gran afinidad y permite la perfusión de 

tejido alveolar. La difusión de NO determinará las funciones del NO en la 

circulación pulmonar como la regulación del tono vascular e inhibición de la 

adhesión y agregación plaquetaria.282 (Fig. 19) 
 

Para llevar a cabo estas funciones el NO desde el alveolo, atraviesa la 

barrera epitelial hasta la célula muscular lisa donde realiza la relajación muscular. 

A su vez, parte del NO difunde a través de la célula endotelial hacia el lumen 

vascular donde se une a la Hb o a las plaquetas. Su función vasodilatadora es 

dependiente de endotelio y presenta una gran afinidad por la Hb y una gran 

difusión.283,284 

 

 
 

Fig. 19 Intercambio pulmonar de NO. V˙ E: flujo espiratorio; V˙ I. CE: concentración espiratoria; CI: 

concentración inspiratoria; Cair: concentración de NO en la vía aérea; Calv: concentración de NO en la región 

alveolar; Vair: volumen de la vía aérea; Valv: volumen alveolar; Jt:g,air: flujo de NO desde el tejido a la vía 

aérea; Jt:g,alv: flujo de NO desde el tejido a la región alveolar; t: tiempo; V: volumen. (Adaptado de Tsoukias 

NM et al. J Appl Physiol199898).  
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b2. Determinación de CANO en pacientes con SAHS. 

 

La técnica de espiración a múltiples flujos permite cuantificar los niveles de 

CANO, reflejo de los cambios patogénicos que se producen en las vías aéreas 

distales y en la membrana alveolo capilar de los pacientes con SAHS. 

 

En los pacientes con SAHS la menor biodisponibilidad de NO en el alveolo 

produciría una menor difusión de NO en la membrana alveolo capilar y una menor 

concentración de CANO, pudiendo alterar las funciones vasodilatadoras del NO y 

favorecer la disfunción endotelial en estos pacientes. 

 

El estudio de Foresi et al.258 refleja una disminución de los niveles de CANO 

en pacientes con SAHS y su restablecimiento después del tratamiento con CPAP. 

Además la presencia de niveles de CANO menores en pacientes con HTA 

respecto a los pacientes sin HTA permite asociar el déficit de biodisponibilidad de 

NO con el riesgo cardiovascular. 

 

La determinación de CANO sería entonces un reflejo del NO endotelial 

convirtiéndose en una forma no invasiva e indirecta de medir la disfunción 

endotelial en los pacientes con SAHS. 
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• HIPÓTESIS GENERAL 
 

La determinación de óxido nítrico en el aire espirado, a flujo constante 

(FENO) y a múltiples flujos (CANO) es una técnica no invasiva, sencilla y útil, que 

permite el estudio de la inflamación de la vía respiratoria en enfermedades como 

el asma y el SAHS. 

 

• HIPÓTESIS CONCRETAS 
 

• El equipo portátil de determinación de FENO, NIOX-MINO®, es una 

alternativa a los equipos clásicos de quimioluminiscencia. 

 

• El modelo bicompartimental de NO permite, mediante la técnica de 

espiración a múltiples flujos, la medición de la concentración alveolar de NO 

(CANO). 

 

• La capacidad diagnóstica de la determinación de FENO es superior a la de 

los métodos habituales de diagnóstico en pacientes con sospecha clínica de 

asma. 

 

• En pacientes con SAHS la determinación de FENO es un biomarcador del 

estado inflamatorio de las vía respiratoria y la de CANO de difusión de NO 

endotelial. 
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• OBJETIVO GENERAL 
 

El objetivo general de la investigación fue evaluar la técnica de la 

determinación de NO en aire espirado, en sus diferentes métodos, su utilidad 

como medida no invasiva de inflamación en el manejo diagnóstico del asma, y 

como medida indirecta de inflamación de la vía aérea y de disfunción endotelial en 

el SAHS. 

 

• OBJETIVOS CONCRETOS 
 

• OBJETIVOS DEL ESTUDIO 1 
  

• Descripción del método y procedimiento del nuevo equipo de 

determinación de FENO portátil, NIOX-MINO®. 

 

• Determinar la correlación de los valores de FENO mediante el equipo 

portátil NIOX-MINO® respecto a los valores obtenidos mediante el sensor clásico 

de quimioluminiscencia. 

 

• Establecer valores de referencia de FENO en población sana mediante el 

equipo portátil NIOX-MINO®. 

 

• OBJETIVOS DEL ESTUDIO 2 
 

• Desarrollo del modelo bicompartimental de NO para la determinación de 

CANO. 

 

• Descripción del método y procedimiento de la determinación de CANO 

mediante la técnica de espiración a múltiples flujos. 

 

• Establecer valores de referencia de CANO en población sana.  
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• OBJETIVOS DEL ESTUDIO 3 
 

• Analizar la sensibilidad, especificidad y los valores predictivos de la 

determinación de FENO en el diagnóstico de asma. 

 

• Comparar la capacidad diagnóstica de la determinación de FENO en 

pacientes con clínica sugestiva de asma respecto a los métodos convencionales 

de diagnóstico (espirometría, prueba broncodilatadora y prueba de provocación 

bronquial con metacolina) y del esputo inducido. 

 

• Determinar si el uso de la determinación de FENO asociado a la 

realización del esputo inducido aumenta la capacidad diagnóstica de asma, 

respecto a la determinación de FENO aislada y de los métodos convencionales. 

 

• OBJETIVOS DEL ESTUDIO 4 
 

• Determinar los valores de FENO y de CANO en un grupo de pacientes con 

SAHS y su comparación con un grupo de individuos sanos. 

 

• Evaluar la asociación de los valores de FENO y de CANO con la gravedad 

del SAHS y con los factores cardiovasculares asociados. 

 

• Evaluar el efecto del tratamiento con CPAP durante 3 meses sobre la 

concentración de FENO y de CANO. 
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Introducción

El asma es una enfermedad inflamatoria crónica de
las vías aéreas, que cursa con obstrucción e hiperres-
puesta bronquial1. En los últimos años se ha estudiado
la posibilidad de disponer de varios métodos que permi-
tan evaluar la cualidad y la magnitud de esta inflama-
ción y que puedan utilizarse para el seguimiento y el
diagnóstico de la enfermedad2,3. En este contexto, han
aparecido marcadores de actividad inflamatoria como la
cuantificación del número de eosinófilos en el esputo
inducido y la determinación de la fracción espiratoria
de óxido nítrico (FENO). Sabemos que en el asma hay un
aumento de la síntesis de óxido nítrico (NO) inducible
por la actividad de las células inflamatorias y demostra-
ble también en el aire espirado. Así, algunos estudios4,5

demuestran que una determinación aumentada de FENO
sería un indicador sensible de inflamación y, en el con-
texto adecuado, permitiría una aproximación diagnóstica
del asma, monitorización clínica y la comprobación del
cumplimiento farmacológico, así como el ajuste de dosis
del tratamiento corticoide6-8. 

La determinación de FENO se realiza a través de un
detector lumínico (quimioluminiscencia) en el que el
NO, al reaccionar con el ozono, produce dióxido de ni-
trógeno y emite, al estabilizarse, una radiación lumínica
proporcional a la concentración de NO en el aire espira-
do. El método on-line es el más utilizado y el procedi-
miento está plenamente introducido en la literatura mé-
dica9. Hasta ahora los equipos disponibles son
generalmente complejos, caros, difíciles de utilizar en
niños y de uso hospitalario. Además, los valores de
FENO publicados en diversos estudios presentan gran va-
riabilidad según el laboratorio. Por estas razones, en los
últimos años se ha introducido en el mercado un equipo
portátil, sencillo y más económico para el control de la
inflamación respiratoria: NIOX-MINO® Aerocrine.
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TÉCNICAS Y PROCEDIMIENTOS

Determinación de óxido nítrico en aire espirado (FENO) 
mediante un equipo portátil (NIOX-MINO® Aerocrine) 
en población sana

Ana María Fortuna, Teresa Feixas y Pere Casan

Unidad de Función Pulmonar. Departamento de Neumología. Hospital de la Santa Creu i Sant Pau. Facultad de Medicina. 
Universidad Autónoma de Barcelona. Barcelona. España.

La determinación de óxido nítrico en aire espirado (FENO)
es una técnica no invasiva que se utiliza en la evaluación clí-
nica y el tratamiento del asma. El objetivo de este estudio ha
sido determinar los valores de referencia de FENO en un gru-
po de voluntarios sanos mediante la utilización de un nuevo
equipo portátil (NIOX-MINO® Aerocrine), así como deter-
minar el grado de relación que presenta con el equipo de de-
terminación habitual en nuestro laboratorio de función pul-
monar (sensor de quimioluminiscencia N-6008® SIR). Según
los resultados obtenidos, los valores de FENO que da el equi-
po portátil son siempre superiores a los que ofrece el sensor
habitual, con un valor de corte de 34 ppb (media + 2 desvia-
ción estándar). Existe un relación directa y significativa de la
determinación de FENO entre ambos equipos (r = 0,92; p =
0,001) con un factor de corrección de: FENO (NIOX-MINO®) =
10 + 1,5 FENO (N-6008®). La relación entre los valores de
FENO y la edad, el sexo, el índice de masa corporal y los valo-
res espirométricos no fue estadísticamente significativa. 

Palabras clave: Óxido nítrico en aire espirado. Asma. Inflamación.

Measurement of Fraction of Exhaled Nitric Oxide
With the Portable NIOX-MINO Monitor in
Healthy Adults

Measurement of the fraction of exhaled nitric oxide (FENO)
provides a noninvasive way to monitor asthma treatment in
clinical practice. The aim of this study was to determine FENO

reference values for measurements recorded with the portable
NIOX MINO monitor in a group of healthy volunteers. We
also assessed the association between values recorded by the
portable monitor and the N-6008 chemiluminescence analyzer
used in our pulmonary function laboratory. The FENO values
obtained with the portable monitor were consistently higher
than those recorded by the N-6008 analyzer; the cutoff value
for the portable monitor was 34 ppb (mean + 2 SD). We
detected a direct correlation (r=0.92) between the FENO

measurements recorded by the 2 monitors (P=.001). The
following equation expresses the relationship between
measurements from the 2 devices: FENO(NIOX MINO) = 10 +
[1.5 FENO(N-6008)]. We did not observe statistically significant
correlations between FENO measurements and age, sex, body
mass index, or spirometry. 

Key words: Fraction of exhaled nitric oxide. Asthma. Inflammation.
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El objetivo de nuestro trabajo es aportar información
útil sobre el método y el procedimiento habitual del nue-
vo equipo NIOX-MINO®, así como presentar los valores
de referencia obtenidos en nuestro centro utilizando un
analizador de este tipo y su correlación con la determi-
nación de FENO mediante el sensor de quimioluminis-
cencia habitualmente utilizado en nuestro hospital.

Métodos

Descripción de la técnica

El equipo habitual en nuestro laboratorio para la determina-
ción de FENO es un sensor de quimioluminiscencia (N-6008®

SIR, Madrid, España). La técnica on-line, según las recomen-
daciones internacionales9, consiste en que el paciente realiza
una espiración desde capacidad pulmonar total a un flujo
constante de 50 ml/s a través de una boquilla con una resis-
tencia de 5-20 cmH2O (para asegurar el cierre del velo del pa-
ladar y evitar la contaminación con el NO nasal) y con un fil-
tro que reduce la concentración de NO ambiental. El resultado
se ofrece en una gráfica en la que el trazador desestima el pico
inicial de espiración y mide el plateau (meseta ≥ 3 s y gradiente
de variabilidad ≤ 10%). Es necesario realizarlo en 3 ocasiones y
se promedian 3 determinaciones válidas según las recomenda-
ciones internacionales9. El equipo tiene una precisión del ± 1%
y un margen de lectura entre 0 y 500 ppb. Requiere una calibra-
ción de NO a 0 ppb antes de cada prueba; comprobación diaria
de circuitos; calibración de la bombona de NO cada 2-3 días;
calibración semanal de anhídrido carbónico, flujo y volumen,
y del analizador cada 3-4 meses. Se precisa asimismo la utili-
zación de filtros y controles bacteriológicos. 

El nuevo equipo (NIOX-MINO® Aerocrine, Solna, Suecia)
es un aparato portátil de pequeñas dimensiones y ligero (24 ×
13 × 10 cm; peso: 800 g), constituido por un sensor que anali-
za el NO a partir de una reacción electroquímica (a diferencia
del sensor de quimioluminiscencia habitual). Las principales
diferencias con la técnica habitual consisten en que el pacien-
te realiza una inspiración profunda desde el interior del equi-
po a través de un filtro y hasta capacidad pulmonar total (en el
sensor de quimioluminiscencia se realiza desde el aire am-
biente). A continuación se realiza una espiración al interior
del equipo a un flujo mantenido de 50 ml/s, controlado por un
sensor lumínico y acústico para facilitar y asegurar el flujo.
Este procedimiento sigue las recomendaciones del fabricante,
requiere una única determinación y el resultado se expresa en
la pantalla digital del equipo, con la posibilidad de guardar en
una tarjeta digital los resultados de las diferentes determina-
ciones de cada paciente. El equipo tiene una precisión inferior
al 3% en determinaciones de menos de 30 ppb e inferior al
10% en valores mayores de 30 ppb, y un margen de lectura
entre 5 y 300 ppb. No necesita calibración (fig. 1). 

Voluntarios

Se seleccionó a 28 voluntarios sanos (7 varones y 21 muje-
res) no fumadores, con valores espirométricos dentro del mar-
gen de referencia, que no presentaban enfermedades intercu-
rrentes ni seguían tratamiento habitual. Las características
antropométricas del grupo se describen en la tabla I.

A cada voluntario se le realizaron en orden aleatorio la de-
terminación de FENO con el sensor de quimioluminiscencia
habitual N-6008® SIR, efectuando 3 determinaciones según
método on-line9, y una sola determinación con el equipo
NIOX-MINO®, según las instrucciones del fabricante. Todas
las determinaciones se llevaron siempre a cabo en la misma
franja horaria y 2 h después de la última ingesta alimentaria.
Finalmente se realizó a todos los individuos una espirometría.

Análisis estadístico

Para la descripción de los valores de FENO se facilitan valo-
res medios ± desviación estándar. La comparación entre valo-
res medios se llevó a cabo mediante un test de Mann-Whit-
ney. La comparación de los resultados individuales se analizó
mediante la correlación de Pearson. En todos los casos la
aproximación ha sido bilateral y el nivel de significación el
habitual del 5% (α = 0,05). El programa informático emplea-
do en el análisis fue el paquete estadístico SPSS versión 11.5.

Resultados

El valor medio (± desviación estándar) de FENO con
el equipo NIOX-MINO® fue de 20 ± 7 ppb (rango: 8-41
ppb), y con el sensor N-6008, de 7 ± 5 ppb (rango: 1-19
ppb). Como valores de referencia de NO para el sensor
de quimioluminiscencia se emplearon los previamente
publicados, que consideran un valor patológico cuando
el FENO es mayor o igual a 20 ppb10 (fig. 2).

Se observó una correlación directa y estadísticamente
significativa de la determinación de FENO entre ambos
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TABLA I
Características antropométricas de la población (n = 28)

Edad (años) 35,29 ± 11,8
Sexo

Varones 7
Mujeres 21

Talla (cm) 163,85 ± 7,8
Peso (kg) 67,43 ± 16,46
Índice de masa corporal (kg/m2) 30,32 ± 14,07
FEV1 (% v. ref.) 103,57 ± 10,02
FVC (% v. ref.) 137,36 ± 20,63
FEV1/FVC (% v. ref.) 83,32 ± 7,6

Los datos se expresan como media ± desviación estándar o número de individuos.
FEV1: volumen espiratorio forzado en el primer segundo; FVC: capacidad vital
forzada.

Fig. 1. Equipo de determinación de óxido nítrico en aire espirado NIOX-
MINO® Aerocrine.
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equipos (r = 0,92; p = 0,001). Los valores de FENO con
el equipo NIOX-MINO® siempre fueron superiores a los
obtenidos con el equipo N-6008®. Además, la curva de re-
gresión lineal demostró un factor de corrección de: FENO
(NIOX-MINO®) = 10 + 1,5 FENO (N-6008®) (fig. 3). La
relación entre los valores de FENO y la edad, el sexo, el
índice de masa corporal y los valores espirométricos no
fue estadísticamente significativa (p > 0,05).

Discusión

A la vista de los resultados, los valores obtenidos en
nuestro medio con el equipo NIOX-MINO® son mode-
radamente superiores a los habitualmente utilizados con
el equipo N-6008®, y puede apreciarse un sesgo en el
primer aparato al comparar la distribución de las dife-
rencias entre ambas determinaciones según el valor de
referencia (lectura media superior en 14 ppb) (fig. 2).

Al comparar los 2 equipos y métodos se constata que
existe una muy buena correlación de cada determina-
ción de FENO para ambos equipos, con un factor de co-
rrección entre los valores de los 2 equipos de × 1,5 + 10
para cada valor de FENO obtenido con el equipo N-6008
(figs. 2 y 3), lo que coincide con los valores obtenidos
por otros autores11-13.

El valor de corte de FENO de 17 ppb (media + 2 des-
viación estándar) para el equipo N-6008 se encuentra
dentro de los valores de referencia obtenidos por otros
laboratorios y recomendados en las guías internaciona-
les9,11, al igual que ocurre con el equipo NIOX-MINO®,
cuyo valor de corte de 34 ppb (media + 2 desviación es-

tándar) se halla dentro de los valores de referencia esta-
blecidos por otros autores12,13. La determinación de
FENO mediante el nuevo equipo NIOX- MINO® no se
modifica según las características antropométricas de la
población ni con la espirometría (no se halló una rela-
ción estadísticamente significativa con la edad, el sexo, el
índice de masa corporal ni con los valores espirométri-
cos), al igual que lo descrito en otros estudios11-13.

El equipo NIOX-MINO® ofrece las siguientes venta-
jas con respecto al sensor de quimiluminiscencia: dis-
minuye el riesgo de contaminación ambiental con NO,
dado que el paciente realiza la inspiración desde el inte-
rior del equipo, y garantiza así la inspiración de aire sin
NO, a diferencia del sensor de quimioluminiscencia N-
6008, con el que el paciente inspira del aire ambiente. 

La determinación de valores de referencia de FENO
para cada laboratorio permite la utilización de este mar-
cador de inflamación en pacientes con enfermedades in-
flamatorias respiratorias como el asma, lo que facilita
de forma sencilla, rápida y reproducible la cuantifica-
ción de la inflamación y la posibilidad de tratar mejor al
paciente. Resulta muy útil en el seguimiento clínico, del
tratamiento y del cumplimiento terapéutico por parte del
paciente. Con la incorporación de estos aparatos se permi-
tirá en un futuro inmediato la posible utilización de la de-
terminación de FENO para el control domiciliario del asma. 

En cuanto a las limitaciones del equipo NIOX-MINO®,
cabe señalar que no reproduce la gráfica de la morfología
del FENO para hallar la meseta correspondiente a la frac-
ción bronquial de NO (a diferencia del sensor de quimio-
luminiscencia), sino que emite el valor de FENO de forma
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Fig. 2. Comparación de los valores de óxido nítrico en aire espirado
(FENO) obtenidos con el equipo N-6008® SIR (sensor de quimioluminis-
cencia) y el equipo portátil NIOX-MINO®. Se observan valores de FENO
superiores en cada individuo al utilizar el equipo NIOX-MINO®. La línea
intermitente indica las medias de los valores obtenidos con cada aparato.

Fig. 3. Correlación de óxido nítrico en aire espirado (FENO) entre la deter-
minación con los equipos N-6008® SIR (sensor de quimioluminiscencia) y
NIOX-MINO® (método de electroquímica) en voluntarios sanos. La co-
rrelación de Pearson muestra la curva de regresión lineal entre ambos
equipos (y = FENO [ppb] con equipo NIOX-MINO®; x = FENO [ppb] con el
equipo N-6008® SIR).
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digital; esto hace que el observador no tenga control sobre
el resultado final de FENO, sino que es el equipo el que lo
determina, lo que puede influir sobre la reproducibilidad
de la técnica, aunque se recomiende una sola determina-
ción. Otras limitaciones serían las derivadas de las manio-
bras respiratorias y de la falta de colaboración. No se han
descrito contraindicaciones.

El equipo NIOX-MINO® se presenta con una capaci-
dad para realizar 1.500 determinaciones, cada una de
las cuales se estima costaría 12 €; para el uso de este
equipo sea rentable y equiparable al del sensor de qui-
mioluminiscencia el fabricante recomienda la realiza-
ción de unas 3.000 determinaciones al año. 

En conclusión, la determinación de FENO es un méto-
do no invasivo, rápido e inocuo, que permite disponer
de un marcador inflamatorio en enfermedades respirato-
rias como el asma. En el ámbito clínico permite la
cuantificación de la inflamación subyacente, el segui-
miento clínico del paciente, del ajuste de las dosis y del
cumplimiento del tratamiento, así como una aproxima-
ción inflamatoria al diagnóstico del asma. Es necesario
disponer de valores de referencia para cada laboratorio
y con sus propios equipos a fin de ajustar mejor los da-
tos de este tipo de determinaciones biológicas. Es de es-
perar que en los próximos años puedan utilizarse los
equipos portátiles como el descrito (NIOX-MINO®) en
ámbitos no sólo hospitalarios, sino también ambulato-
rios, en el propio domicilio del paciente o en estudios
epidemiológicos. 
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• El equipo portátil NIOX-MINO® permite la determinación de FENO 

mediante una técnica sencilla y con ventajas respecto al equipo clásico de 

quimioluminiscencia: no requiere calibración, sólo precisa de una 

determinación, tiene portabilidad y la posibilidad de autorrealización por 

parte del paciente. 
 

• Los valores de FENO medidos con el equipo portátil NIOX-MINO® 

en un grupo de 28 individuos sanos fueron superiores a los valores de 

FENO medidos con el equipo de quimioluminiscencia N-6008, (valor medio 

± desviación estándar: 20 ± 7 ppb (rango: 8-41 ppb) vs 7 ± 5 ppb (rango: 1-

19 ppb), respectivamente). 
 

• Se observó una correlación directa y estadísticamente significativa 

de la determinación de FENO entre ambos equipos (r = 0,92; p = 0,001). 
 

• Se establece un factor de corrección para equiparar los valores de FENO 

entre ambos equipos de: FENO (NIOX-MINO®) = 10 + 1,5 FENO (N-6008®) 
 

• Los valores de FENO no presentaron asociación significativa con la 

edad, el sexo, el índice de masa corporal y los valores espirométricos (p>0,05). 
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Técnicas y procedimientos

Determinación de la concentración de óxido nı́trico alveolar en aire espirado:
procedimiento y valores de referencia en personas sanas
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R E S U M E N

La producción de óxido nı́trico (NO) se describe mediante un modelo bicompartimental que relaciona la
producción y la movilidad de NO desde los alvéolos hacia las vı́as aéreas. La espiración a múltiples flujos
permite deducir la concentración alveolar de NO (CANO), marcador indirecto del estado inflamatorio de las
zonas distales del pulmón. El objetivo fue determinar los valores de referencia de CANO. En 33 individuos
sanos se determinaron la concentración espirada de NO (FENO) a 50 ml/s y la CANO a 10, 30, 100 y 200 ml/s
mediante un sensor de quimioluminiscencia (NIOX Aerocrine). El valor medio (7 desviación estándar) de
FENO fue de 1576 ppb y de CANO fue de 3,0471,30 ppb. Los valores de CANO obtenidos en individuos sanos
permitirán analizar el comportamiento inflamatorio alveolar en procesos respiratorios y sistémicos.

& 2008 SEPAR. Publicado por Elsevier España, S.L. Todos los derechos reservados.

Determining the Alveolar Component of Nitric Oxide in Exhaled Air: Procedures
and Reference Values for Healthy Persons

Keywords:

Fraction of exhaled nitric oxide

Alveolar concentration of nitric oxide

Two-compartment model

Exhalation, multiple flow rates

A B S T R A C T

Nitric oxide (NO) production has been described using a 2-compartment model for the synthesis and
movement of NO in both the alveoli and the airways. The alveolar concentration of NO (CANO), an indirect
marker of the inflammatory state of the distal portions of the lung, can be deduced through exhalation at
multiple flow rates. Our objective was to determine reference values for CANO. The fraction of exhaled NO
(FENO) was measured in 33 healthy individuals at a rate of 50 mL/s; the subjects then exhaled at 10, 30, 100,
and 200 mL/s to calculate CANO. A chemiluminescence analyzer (NIOX Aerocrine) was used to perform the
measurements. The mean (SD) FENO was 15 (6) ppb. The mean CANO was 3.04 (1.30) ppb. These values of
CANO measured in healthy individuals will allow us to analyze alveolar inflammatory behavior in
respiratory and systemic processes.

& 2008 SEPAR. Published by Elsevier España, S.L. All rights reserved.

Introducción

El óxido nı́trico (NO) es un gas lipofı́lico y de vida media muy
corta, que se sintetiza en el epitelio respiratorio, fundamental-
mente por la enzima NO sintetasa inducible o tipo 2 (iNOS),
enzima constitutiva que activan citocinas inflamatorias, macró-
fagos y ciertas moléculas de adherencia. De esta forma el NO
interviene en el proceso infamatorio de diferentes enfermedades
respiratorias, además de participar como inmunomodulador,
inhibidor plaquetario y potente vasodilatador. Se ha demostrado
asimismo una sobreactividad de la enzima iNOS en ciertos

procesos, lo que se refleja en un incremento de la producción de
NO1.

En los últimos años, el desarrollo de un procedimiento no
invasivo y sencillo para determinar la concentración de NO en aire
espirado (FENO) ha permitido cuantificar indirectamente y de
forma rápida y fiable la magnitud de la inflamación en ciertas
enfermedades respiratorias como el asma2. Se han objetivado
valores elevados de FENO en pacientes con asma y una disminución
después del tratamiento con corticoides. La sencillez y la
fiabilidad de esta técnica la han convertido en una herramienta
útil en el diagnóstico del asma, en el control y en el cumplimiento
terapéutico, ası́ como en la prevención de agudizaciones, ya
permite detectar y tratar de inmediato los incrementos de
actividad inflamatoria3,4.

Sin embargo, desde el punto de vista fisiológico, el NO del
aire espirado tiene múltiples orı́genes en el pulmón y su
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determinación depende en gran medida del flujo espiratorio, a
diferencia de otros gases endógenos como el nitrógeno. Para
realizar una mejor aproximación teórica a su determinación, se ha
descrito un modelo del pulmón que se basa en la existencia de 2
compartimientos bien diferenciados, el bronquial y el alveolar, y
que ayudarı́a a entender los cambios dinámicos del NO en el aire
espirado5–7. De esta forma, frente a la determinación habitual de
la FENO, que se realiza a un determinado flujo aéreo de una manera
fija y que ‘‘marca’’ la actividad inflamatoria bronquial, se ha
propuesto que la concentración alveolar de NO (CANO) podrı́a
reflejar indirectamente la situación inflamatoria del territorio más
distal (membrana alveolocapilar) y ser un indicador de lo que
acontece en el ámbito endotelial. Este procedimiento se encuentra
aún en una fase preclı́nica y, por ello, el objetivo de nuestro
estudio ha sido desarrollar el modelo bicompartimental de NO,
mediante la técnica de espiración constante a múltiples flujos,
describir las caracterı́sticas del procedimiento de obtención y
establecer valores de referencia de CANO en personas sanas.

Descripción de la técnica y procedimiento

Determinación de la concentración de óxido nı́trico en aire espirado:

espiración a un flujo constante

La determinación de FENO se realizó mediante la técnica de
espiración constante a un flujo (50 ml/s) con un sensor de
quimioluminiscencia (NIOXs Aerocrine AB, Estocolmo, Suecia),
según recomendaciones internacionales8. El paciente realizaba
una inspiración desde el equipo hasta alcanzar la capacidad
pulmonar total y, a continuación, una espiración a un flujo
constante de 50 ml/s a través de una boquilla con una resistencia
de 20 cmH2O (para asegurar el cierre del velo del paladar y evitar
la contaminación con el NO nasal). El trazador del equipo
desestima el pico inicial de espiración y mide el plateau (meseta
de 3 s y gradiente de variabilidad del 10%) dando como válida la
medición. El procedimiento se realizaba en 3 ocasiones y se
promediaban las determinaciones válidas8.

Determinación de la concentración de óxido nı́trico alveolar: técnica

de espiración a múltiples flujos

La técnica de espiración a múltiples flujos se realiza de forma
similar que la determinación de FENO a un solo flujo (50 ml/s) y con
el mismo sensor de quimioluminiscencia. La diferencia radica en
que el paciente, en vez de una sola espiración, efectúa varias
espiraciones desde capacidad pulmonar total a 3 o 4 flujos de
espiración constante que se encuentran entre 10 y 500 ml/s. De
esta forma el trazador muestra una concentración de NO para
cada flujo espiratorio utilizado (VNO, pl/s)9. En nuestro estudio se
realizó la espiración constante a 4 flujos (10; 30; 100, y 200 ml/s).
Para el cálculo de los parámetros se determinaron los valores
correspondientes a 2 de ellos, 100 y 200 ml/s, y se utilizaron las
ecuaciones de Tsoukias y George6 y Silkoff et al7 para realizar el
cálculo matemático de los parámetros independientes del flujo
necesarios: la CANO, el flujo máximo de NO en la vı́a aérea

J0awNO

� �

y la capacidad de difusión de NO a la luz (DawNO)9.

Sujetos

Se seleccionó a 36 voluntarios sanos (16 varones y 20 mujeres),
no fumadores, sin antecedentes de atopia, que presentaban
valores espirométricos dentro del margen de referencia, no habı́an

tenido enfermedades intercurrentes en los últimos 6 meses ni
recibı́an tratamiento farmacológico de ningún tipo.

Se les determinó la FENO a un flujo fijo (50 ml/s) utilizando un
sensor de quimioluminiscencia. Además se midió la CANO según la
técnica de espiración constante a múltiples flujos (10; 30; 100, y
200 ml/s). Todas las determinaciones se efectuaron siempre en la
misma franja horaria y 2 h después de la última ingesta
alimentaria.

Análisis estadı́stico

Para la descripción de los valores de FENO, CANO, J0awNO y DawNO

se facilitan los valores medios y su desviación estándar. La
comparación entre valores se llevó a cabo mediante la correlación
lineal de Pearson. En todos los casos la aproximación fue bilateral
y el valor de significación el habitual del 5% (a ¼ 0,05). Para el
análisis se empleó el paquete estadı́stico SPSS (versión 11.5; SPSS
Inc., Chicago, Illinois, EE.UU.).

Resultados

De los 36 individuos que iniciaron el estudio, se excluyó a 3
porque no realizaron correctamente la técnica de espiración. Se
estudió, pues, a los 33 restantes (17 mujeres y 16 varones), todos
ellos no fumadores, con una edad media (7 desviación estándar)
de 36711 años, ı́ndice de masa corporal medio de 23,872,8 kg/m2

y función respiratoria dentro del margen de referencia: volumen
espiratorio forzado en el primer segundo del 106711%, capacidad
vital forzada del 102710% y cociente de ambos parámetros del
8176%).

El valor medio de FENO fue de 1576 ppb (rango: 5,5–27 ppb), el
de CANO de 3,0471, 30 ppb (rango: 1,45–6,31 ppb), el de J0awNO de
5737145 pl/s (113–1.755) (fig. 1) y el de DawNO de 4,4973 ppb/s.
La relación entre los valores de FENO y CANO respecto a la edad, el
sexo, el ı́ndice de masa corporal y los valores espirométricos no
fue estadı́sticamente significativa (p40,05).

No se encontró una correlación estadı́sticamente significativa
entre la determinación de FENO y CANO en este grupo de individuos
(p ¼ 0,4; r ¼ 0,1).
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Figura 1. Determinación de la concentración alveolar de óxido nı́trico (CANO).

J0awNO: flujo máximo de óxido nı́trico en la vı́a aérea; VE (ml/s): flujo de espiración;

VNO (pl/s): flujo máximo de óxido nı́trico que se consigue al realizar la espiración a

un determinado flujo.
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Discusión

El modelo bicompartimental utilizado para explicar mejor los
cambios dinámicos del NO5–7 se basa en la existencia de 2 zonas
teóricamente bien diferenciadas, que definirı́an la procedencia del
NO en el aire espirado, el compartimiento de la vı́a aérea y el
compartimiento alveolar, definidos a su vez por 3 parámetros
independientes del flujo. El compartimiento de la vı́a aérea está
determinado por el J0awNO y por DawNO. Según la ley de Fick, la
producción de NO en la vı́a aérea es proporcional a la diferencia
entre la concentración existente en la luz y la concentración en
la pared bronquial. A su vez, la DawNO dependerá de la concentración
de NO en la pared bronquial10. Por otro lado, el compartimiento
alveolar está definido por el tercer parámetro independiente del
flujo, la CANO, que sufre modificaciones de forma dinámica y cı́clica
con la respiración y que refleja el equilibrio existente entre el NO
producido localmente y el que se difunde a la vı́a aérea (fig. 2).

El NO alveolar es conducido por la vı́a aérea durante la
espiración, de tal forma que la concentración final de NO en la vı́a
aérea será la suma del transporte longitudinal desde la luz
alveolar y la concentración del transporte transversal de toda la
vı́a aérea9. Con este modelo, y utilizando estos parámetros, se
puede predecir la concentración de NO a cualquier flujo
espiratorio desestimando el NO procedente de los senos parana-
sales (fig. 2).

La técnica para determinar los 3 parámetros independientes
del flujo descritos con anterioridad se realiza mediante la
espiración constante a diferentes flujos, método descrito y
estandarizado pero no utilizado en la clı́nica práctica de forma
habitual5–7. Para efectuar esta técnica es necesario disponer del
sensor de quimioluminiscencia que se emplea habitualmente para
determinar la FENO y que debe permitir la espiración a diferentes
flujos.

A fin de facilitar el cálculo de los parámetros independientes
del flujo que nos facilita el sensor, un grupo de autores desarrolló
en la década de los ochenta un modelo matemático mediante
técnicas y ecuaciones analı́ticas que estiman de forma reproduci-
ble y fiable los parámetros necesarios para la utilización práctica
del modelo bicompartimental9. Tsoukias y George6 utilizaron una
técnica de espiración con 2 flujos, entre 100 y 500 ml/s. Si se

contrasta en una gráfica la concentración de NO para cada flujo
espiratorio utilizado (VNO) con el flujo espiratorio de cada
espiración (VE, ml/s), nos da una recta de la que matemáticamente
pueden obtenerse 2 de los parámetros: la pendiente de la recta
será la CANO y la intersección, el J0awNO (fig. 1). Por otro lado, la
ecuación de Silkoff et al7 permite determinar la difusión de NO en
la vı́a aérea (DawNO ¼ J0awNO�CANO). Como puede observarse en la
tabla 1, otros autores realizan operaciones matemáticas más
complejos para el cálculo de los parámetros.

El valor medio de CANO obtenido en nuestro estudio
(3,0471,30 ppb) se encuentra dentro de los valores de referencia
descritos en la literatura médica para personas sanas
(1,0–5,6 ppb)11,12 y muestra correlación con los valores de CANO

medidos en la vı́a aérea distal mediante lavados broncoalveolares
con fibrobroncoscopia en personas sanas12. Asimismo, nuestros
resultados de CANO son equiparables a los obtenidos en individuos
sanos incluidos en estudios de casos y controles sobre enferme-
dades respiratorias inflamatorias como el asma o la enfermedad
pulmonar obstructiva crónica (EPOC)10. Por otro lado, los valores
de J0awNO (573 pl/s) y de DawNO (4,49 ppb/s) se encuentran dentro
del margen de referencia establecido en la literatura cientı́fica5–11

(420–1.280 pl/s y 3,1–9,2 ppb/s, respectivamente).
La técnica de espiración a múltiples flujos mediante un sensor

de quimioluminiscencia adecuado permite determinar de forma
sencilla, fiable y precisa los valores de CANO y establecer valores de
referencia en individuos sanos. Como la CANO refleja un estado
inflamatorio periférico y distal, a diferencia de la FENO, que
muestra inflamación bronquial, en los últimos años múltiples
estudios han intentado establecer los valores de CANO en las
enfermedades respiratorias con inflamación distal. De esta forma
se han objetivado valores patológicos de CANO en fumadores o en
pacientes con asma, EPOC o enfermedad intersticial, asociada o no
a esclerodermia13–16. Lehtimäki et al11 realizaron un estudio de
casos y controles en el que incluyeron a pacientes asmáticos,
pacientes con alveolitis e individuos sanos. En los pacientes con
asma los valores de J0awNO fueron superiores a los obtenidos en
personas sanas y en los afectados de alveolitis (2,5 frente a 0,1 y
0,7 ppb, respectivamente)11. En cambio, la CANO era superior en los
pacientes con alveolitis (4 ppb), mientras que los sanos y los
pacientes con asma presentaban valores inferiores y similares
entre sı́ (1 ppb). La presencia de pacientes asmáticos con escasa
afectación de la función pulmonar (asma leve), sin tratamiento y
de diagnóstico reciente, que presentaban inflamación bronquial
pero poca inflamación periférica, podrı́a explicar la diferencia en
los valores de CANO y el aumento de los de J0awNO en el grupo de
pacientes con asma. En consonancia con este estudio, Brindicci
et al17 encontraron que los pacientes con asma grave y sin control
terapéutico presentaban valores de CANO superiores a los indivi-
duos sanos y a los pacientes con asma leve. Sin embargo, la
concentración de NO bronquial era superior en los pacientes con
asma leve que en aquéllos con asma grave. Se han obtenido
resultados similares en otros estudios14–18. Además, se ha
demostrado que existe una correlación negativa y positiva entre
la gravedad de los sı́ntomas de los pacientes asmáticos y la
determinación de NO bronquial y alveolar, respectivamente18.
Estos resultados demuestran que la situación clı́nica de los
pacientes con asma grave y/o resistente al tratamiento está
determinada en mayor grado por la inflamación alveolar que por
la inflamación bronquial, de tal forma que la determinación de
CANO en estos pacientes podrı́a ser muy útil para el control
terapéutico de la enfermedad y tendrı́a mayor precisión que la
utilización de FENO. Por todo ello, la determinación de la CANO es
útil para conocer la situación de inflamación alveolar en
enfermedades respiratorias con afectación distal en el pulmón
(asma grave, neumopatı́a intersticial, EPOC), cuantificar el daño
alveolar y seguir el curso de la enfermedad.
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Figura 2. Modelo bicompartimental de óxido nı́trico (NO). La concentración de NO

en aire espirado (CENO ¼ FENO) es la suma de las concentraciones de NO en la

región alveolar y la vı́a aérea que viene determinada por 3 parámetros

independientes del flujo: flujo máximo de NO en la vı́a aérea (J0awNO), capacidad

de difusión de NO a la luz (DawNO) y concentración alveolar de óxido nı́trico (CANO).
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En cuanto a las limitaciones de la técnica, cabe mencionar que
uno de los factores más importantes que modifican las concen-
traciones de NO en la vı́a aérea es el tabaco. Respecto a las
concentraciones de FENO los estudios publicados muestran
resultados variables, dispares e incluso en ocasiones contra-
dictorios. En algunos, los fumadores presentan valores de FENO

menores que los no fumadores, y estos valores aumentan cuando
abandonan el hábito tabáquico, aunque no lleguen a alcanzar los
valores de referencia13,14. Asimismo, los fumadores presentan
valores de CANO menores que los exfumadores (0,93 frente a
1,41 ppb) y que los no fumadores (1,32 ppb), resultados que se
explican por la asociación entre disfunción endotelial y el efecto
tóxico del tabaco19,20. Los cigarrillos contienen un gran número de
radicales libres y sustancias pro-oxidantes que generan una
disminución de la bioactividad del NO y favorecen un estado de
estrés oxidativo. Además, los fumadores presentan un déficit de la
sı́ntesis de un cofactor necesario para que la NOS endotelial, la
tetrahidrobiopterina, debido a la absorción de aminas aromáticas
que inhiben la producción de este cofactor21, favoreciendo ası́ la
sı́ntesis de moléculas superóxido que contribuyen al estado de
estrés oxidativo19. Por otro lado, el tabaco contiene el aminoácido
N-nitrosamina, con poder inhibidor de los macrófagos alveolares
para la producción de NO19. Todo ello explicarı́a que los valores de
FENO y de CANO en pacientes con EPOC fumadores o exfumadores
empedernidos puedan estar disminuidos20. De esta forma su
utilidad se verá limitada en pacientes fumadores, pues el
resultado estará influido por el hábito tabáquico y no será
valorable en el momento de tomar decisiones diagnóstico-
terapéuticas. Otras limitaciones de la técnica son las derivadas
de la maniobra respiratoria, de la dificultad para realizarlas según
el tipo de paciente y de la falta de colaboración. No se han descrito
contraindicaciones.

En resumen, el modelo bicompartimental para la determina-
ción de parámetros independientes del flujo permite analizar la
procedencia y el intercambio dinámico de NO en la vı́a aérea y en
la región alveolar, 2 partes anatómicamente alejadas en el espacio
y responsables de enfermedades respiratorias diferentes. Además,
permite describir mejor los cambios metabólicos y estructurales
que se producen en enfermedades que afectan a alguno de los 2
compartimientos. El parámetro independiente del flujo más
relevante para la descripción del estado de inflamación distal
del aparato respiratorio es la CANO. El método de espiración a
múltiples flujos que describe el modelo bicompartimental es una
técnica no invasiva y sencilla, que permite determinar la CANO de
forma rápida y fiable. Una vez establecidos los valores de
referencia de CANO, se requiere la determinación de CANO en

pacientes con enfermedades respiratorias que presenten inflama-
ción distal. De esta forma la determinación de CANO podrı́a ser un
marcador del estado inflamatorio y una herramienta útil en el
control clı́nico, terapéutico e incluso pronóstico de pacientes con
asma grave, asma refractaria al tratamiento o con enfermedad
intersticial.
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Tabla 1
Técnicas de espiración constante a múltiples flujos y los modelos matemáticos analı́ticos�

Parámetros independientes del flujo Técnica de espiración a múltiples flujos

J0awNO DawNO CANO

Tsoukias y George6 Sı́ Sı́ Dos espiraciones a un flujo entre 100 y 500 ml/s

Pietropaoli et al5 Sı́ Sı́ Dos espiraciones a un flujo entre 100 y 500 ml/s

Silkoff et al7, 2 flujos Sı́ Sı́ Una espiración a un flujo entre 15-50 ml/s

Silkoff et al7 9 flujos Sı́ Sı́ Sı́ Nueve espiraciones a un flujo entre 4,2 y 1.550 ml/s

George et al9 Sı́ Sı́ Sı́ Tres espiraciones a un flujo entre 5 y 500 ml/s

Modificada de George et al9.

CANO (ppb): concentración media de óxido nı́trico (NO) en el tejido alveolar; CawNO: concentración media de NO en la pared bronquial; CENO (ppb) ¼ FENO: fracción o

concentración espirada de NO a un flujo determinado; DawNO: capacidad de difusión del compartimiento de la vı́a aérea; J0awNO (pl NO/s): flujo máximo total de NO en el

compartimiento de la vı́a aérea; VE (ml/s): flujo de espiración realizado en cada maniobra (10, 30, 100, etc.)8; VNO (pl/s): flujo máximo de óxido nı́trico que se consigue al

realizar la espiración a un determinado flujo.
� Ecuaciones: CENO ¼ (J0awNO�1=VE)+CANO (de Pietropaoli et al5); VNO ¼ ðCANO

� VEÞ þ J0awNO (de Tsoukias y George6); DawNO ¼ VE� (CENO�CANO)/(CawNO�CANO) (de

Hogman citado en George6); and J0awNO¼ DawNO � CawNO (de Silkoff et al7). Para la determinación del CANO se utilizan 2 flujos, entre los cuales (100–500) se determina la

pendiente de la recta de confrontación entre el VE y VNO. La pendiente será la determinación de CANO
9.
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• La técnica de espiración a múltiples flujos se realiza siguiendo el 

mismo procedimiento que la técnica de espiración constante a 50 ml/s pero 

a 4 flujos diferentes (10, 30, 100 y 200 ml/s). 
 

• La técnica de espiración a múltiples flujos ha permitido el desarrollo 

del modelo bicompartimental para la determinación de los valores de CANO, 

el flujo máximo de NO en la vía aérea (J’awNO), y la capacidad de difusión 

de NO a la luz (DawNO) mediante las ecuaciones de Tsoukias y George96 y 

de Silkoff et al.99 

 

• Se establecieron valores de referencia de CANO en un grupo de 33 

individuos sanos que presentaron un valor medio de 3,04 ± 1,30 ppb, con 

un rango de valores entre 1,45 y 6,31 ppb. 
 

• Los valores medidos de J’awNO y de DawNO fueron de 573 ± 7145 

pl/s (113–1.755) y de 4,49 ±3 ppb/s, respectivamente. 
 

• Los valores de CANO no presentaron asociación significativa con la 

edad, el sexo, el índice de masa corporal y los valores espirométricos (p>0,05). 
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Summary
Background: Even though an inflammatory process is known to be the underlying cause of
asthma, diagnosis is based on clinical history, reversible airway obstruction and bronchial
hyperresponsiveness according to international guidelines. The fraction of exhaled nitric
oxide (FENO) and induced sputum eosinophil count (Eos%) have been used as non-invasive
inflammatory biomarkers.
Objectives: The aim of this study was to compare the sensitivity and specificity of FENO,
Eos% and spirometry and to assess whether their combined use in clinical practice would
improve diagnostic yield.
Methods: In 50 patients with asthma symptoms we performed spirometry, a methacholine
challenge test, FENO measurement and assessment of Eos% in induced sputum. The
standard diagnosis of asthma followed the guidelines of the Global Initiative for Asthma.
Results: Twenty-two of the 50 patients were diagnosed with asthma. The sensitivity and
diagnostic accuracy were higher for FENO measurement (77%; area under the receiver
operating curve [AUC], 0.8) than for spirometry (22%; AUC, 0.63). The sensitivity and
specificity of Eos% in induced sputum were 40% and 82%, respectively, and the diagnostic
accuracy of Eos% was lower (AUC, 0.58). When both inflammatory biomarkers were used
together specificity increased to 76%.
Conclusions: The diagnostic accuracy of FENO measurement was superior to that of the
standard diagnostic spirometry in patients with symptoms suggestive of asthma. The use of
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FENO measurement and induced sputum Eos% together to diagnose asthma in clinical
practice is more accurate than spirometry or FENO assessment alone and easier to perform.
& 2007 Published by Elsevier Ltd.

Introduction

Asthma is a chronic airway disease whose diagnosis is based
on clinical history, reversible airway obstruction and
bronchial hyperresponsiveness.1 However, the real cause of
these functional disorders is a chronic inflammatory process
in which mastocytes and eosinophils play a major role.2

Because conventional approaches to diagnosing asthma do
not involve an assessment of airway inflammation, the
fraction of exhaled nitric oxide (FENO) and the induced
sputum eosinophil count expressed as a percentage (Eos%)
have been proposed as inflammatory biomarkers that are
useful in this setting.3,4 Several studies have demonstrated
that each of these biomarkers is more accurate than
standard approaches to the diagnosis of asthma,5,6 but the
accuracy of both used together has not been assessed. We
therefore hypothesised that diagnostic yield in terms of
specificity and sensitivity might improve if both tests were
used together.

Our aim was to analyse the sensitivity, specificity and
positive and negative predictive values of FENO measure-
ment and Eos% in comparison with conventional diagnostic
tests (spirometry, bronchodilator response and methacho-
line challenge) in the diagnosis of asthma. We also sought to
evaluate whether using both inflammatory biomarkers
together would provide greater diagnostic accuracy in
patients with a clinical history suggestive of asthma.

Material and methods

Patients

Fifty-seven consecutive patients were recruited for pro-
spective study. All were referred to our hospital-based
respiratory medicine outpatient clinic for diagnosis with a
clinical history suggestive of asthma (dry cough, wheezing,
and shortness of breath) from October 2004 to November
2005. We excluded patients with conditions that could
affect FENO or Eos% measurement for reasons other than
asthma: subjects with symptoms of respiratory tract
infection in the previous 6 weeks or with systemic
manifestations of atopy (rash, digestive symptoms, etc.)
and patients who had received treatment with inhaled or
oral corticosteroids in the last 4 weeks. All patients enrolled
agreed to participate voluntarily and gave written informed
consent. The institutional review board of our hospital
approved the study.

Study design

The tests in this prospective study were conducted on 2
consecutive days. The first day the patient filled in a clinical
symptoms questionnaire7 and underwent FENO measure-
ment, spirometry with bronchodilator response and collec-

tion of induced sputum. The next day a methacholine
challenge test was performed. All the procedures were
carried out at the same hour of each day and in an order that
guaranteed that the results of one test did not interfere
with the next. Trained members of our lung function
laboratory staff executed the tests.

Study procedures

The tests of reference for the diagnosis of asthma were the
conventional lung function tests (spirometry and broncho-
dilator response) and methacholine challenge test following
guidelines of the Global Initiative for Asthma (GINA).1

Spirometry was performed following international guide-
lines8 with a Datospir 120 (Sibelmed, Barcelona, Spain). A
forced expiratory volume in 1 s (FEV1)X80% of predicted
and/or a ratio of FEV1 to forced vital capacity (FVC)X75%
were considered to lie within normal limits.

Spirometry results lying outside the reference limits were
classified as mild obstruction (60%pFEV1X74%), moderate
(59%pFEV1X40%), or severe (FEV1p39%). A positive
bronchodilator response was defined as an increase in
FEV1X15% and/or X200mL from baseline after inhalation
of 400 mg of salbutamol.8

The methacholine challenge was performed according to
international guidelines as a dose–response test of increas-
ing doses of methacholine chlorohydrate (0.1–32mg/mL)
every 5min.9 The test was stopped when the highest
concentration (32mg/mL) was tolerated, or if a fall of 20%
in FEV1 from baseline was induced after methacholine was
inhaled. The results were expressed as the dose of
methacholine provoking a 20% fall in FEV1 (PD20). A
methacholine challenge test was considered positive if the
PD20 was p16mg/mL.9 A subject who presented a clinical
history suggestive of asthma and a positive methacholine
challenge test was diagnosed with asthma following the
GINA guidelines.1

Inflammatory biomarkers

FENO measurement was performed with a conventional
chemoluminescence analyser (SIR N-6008, Madrid, Spain)
according to international guidelines.10,11 The standardised
single breath technique was used; each patient inhaled to
total lung capacity once and then exhaled at a constant flow
rate of 50mL/s for approximately 10 s. A resistance with a
pressure above 5–20 cm H2O was provided to ensure velum
closure and to exclude contamination from nasal NO. To
interpret FENO recordings, we took only the valid NO plateau
of the exhalation curve (held for43 s and with a variation of
o10%). The mean value of FENO from three technically valid
measurements was recorded. The cutoff for a positive result
was defined as a FENOX20 parts per billion (ppb).12

Sputum induction was carried out following described
procedures.13 Briefly, each patient gave a sputum sample
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induced with hypertonic saline. Sputum was separated from
saliva to avoid inclusion of squamous cells, and the total
nonsquamous cell count was performed. Cell viability was
determined by the trypan blue exclusion method. The
filtrate was treated within 2 h with a solution of dithio-
threitol and then centrifuged. The sediment was stained
with Papanicolaou stain, toluidine blue and eosin hematox-
ylin. The differential cell count, including metachromatic
cells, was expressed as the absolute number of cells in
millions per gram of sputum and as the percentage of the
total nonsquamous and bronchial epithelial cells. An
adequate sputum sample was assumed if induction was
tolerated for at least 4min, the volume was 41mL and
squamous cell percentage was o20%.14 The cutoff for a
positive Eos% result was defined as X3%.14

Statistical analysis

Descriptive statistics were expressed as mean7SD. The
comparisons of anthropometric and other variables between
groups were performed using the Mann–Whitney U-test.
Diagnostic accuracy was assessed based on the area under
the receiver operating characteristic curve (AUC). The
Pearson correlation coefficient was used to assess the
relationship between PD20 and each of the two inflammatory
biomarkers. Forward binary logistic regression was used to
estimate the added usefulness of assessing both Eos% in
induced sputum along with FENO. Relevant odds ratios and
the 95% confidence intervals (CI) were calculated. A p-value
o0.05 was considered statistically significant. An indepen-
dent statistician analysed the raw data. The SPSS version
11.5 statistical package (Chicago, Illinois, USA) was used for
all analyses.

Results

Of 57 patients with a clinical history suggestive of asthma
recruited, 7 were excluded because they were receiving oral
corticosteroid treatment at the time of the study. Table 1
shows the clinical characteristics of the remaining 50
patients. The methacholine airway challenge test was
positive in 22 patients and they were diagnosed with
asthma. The diagnoses of the remaining 28 patients were
eosinophilic bronchitis (5 patients, 17%), chronic rhinitis (14,
50%), chronic cough (6, 21%) and acute bronchitis (3, 10%).

No adverse events occurred during performance of the
procedures. All patients were able to produce sputum and
perform the FENO procedure. Our induced sputum samples
were minimally contaminated with saliva (mean squamous
cell count of 6% and viability cellular of 64.

The FEV1 and FEV1/FVC values were within reference
limits for 45 patients (90%) and 5 patients presented airflow
obstruction (4, moderate; 1, severe). There were no
significant differences in age, sex, body mass index, FEV1,
or FEV1/FVC between patients diagnosed with asthma and
patients with other diagnoses.

The mean FENO value was significantly higher in asth-
matics at 40731 ppb than in non-asthmatic patients
(18723 ppb) (p ¼ 0.04). The mean Eos% in induced sputum
tended to be higher in asthmatics (4.578.5%) than in non-

asthmatic patients (2.173.3%) but the difference was not
statistically significant (p ¼ 0.07).

Table 2 shows the sensitivity, specificity and positive and
negative predictive values of the diagnostic procedures.
FENO measurement was the procedure that presented the
highest sensitivity (77%). The figures show the receiver
operating characteristic curves for the lung function vari-
ables (Fig. 1), FENO and Eos% in induced sputum (Fig. 2) and
the combined use of both inflammatory biomarkers (Fig. 3).
The highest accuracy (sensitivity and specificity combined)
was achieved by FENO measurement, with a mean AUC of
0.80 (95% CI, 0.62–0.87; po0.001). The cutoff that best
distinguished between asthmatics and non-asthmatics was a
FENO value of 23 ppb.

The AUC for Eos% in induced sputum was 0.56 (95% CI,
0.41–0.70; po0.001) at an Eos% cutoff of 4%. Spirometry
presented an AUC of 0.64 (95% CI, 0.49–0.77; po0.008) for
FEV1 and 0.63 (95% CI, 0.48–0.76; po0.006) for FEV1/FVC.

A significant negative correlation between FENO and PD20

was observed (r ¼ �0.4; p ¼ 0.004). Forward logistic
regression showed that the addition of sputum Eos% to FENO
measurement improved the diagnostic accuracy by increas-
ing the specificity (specificity of FENO plus induced sputum,
76%, po0.05 vs. 64% specificity for FENO alone). The
addition of the standard diagnostic procedures (lung
function tests and bronchodilator test) to FENO measure-
ment did not increase accuracy.
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Table 1 Characteristics of patients.

Characteristics Non-asthmatic
patients

Asthmatic
patients

Patients (no.) 28 22
Age (year), mean
(range)

38 (18–64) 37 (18–68)

Gender (no.)
Male 10 11
Female 18 11

FEV1 (%)
(mean7SD)

99710 94719��

FVC (%)
(mean7SD)

101710 104717��

FEV1/FVC (%)
(mean7SD)

7876.3 73712��

FENO (ppb)
(mean7SD)

18723 40731�

Eos%, induced
sputum
(mean7SD)

2.173.3 4.578.5��

Bronchodilator
test no. (%)

Positive: 4 (14.3) Positive: 9
(40.9%)

Negative: 24
(85.7)

Negative: 13
(59.1%)

Smokers patients
(no.)

4 smokers; 3 ex-
smokers

3 smokers; 4 ex-
smokers

�Statistically significant, po0.05.
��Nonstatistically significant, p40.05.
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The correlation between Eos% in induced sputum and PD20

was not statistically significant (r ¼ 0.2; p ¼ 0.4), and
adding Eos% measurement to the standard diagnostic
procedures (lung function tests) produced no statistically
significant increase in diagnostic accuracy.

Discussion

In this study, we have confirmed that measurement of FENO
as an inflammatory biomarker and in patients with high

clinical suspicion of asthma it offers higher diagnostic
sensitivity than the standard approach based on lung
function and methacholine challenge testing, and we have
further shown that using measurement of both FENO and
induced sputum Eos% together increased the accuracy of
diagnosis.

Conventional procedures for diagnosing asthma according
to international guidelines require the demonstration of
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Table 2 Sensitivity, specificity and positive and negative predictive values of FENO, Eos% in induced sputum and spirometry in
the diagnosis of asthma.

Patients asthmatics
(n ¼ 22)

Patients no
asthmatics (n ¼ 28)

Sensitivity (%) Specificity (%) PPV (%) NPV (%)

FENO
�

Positive 17 10 77 64 62 78
Negative 5 18

Induced sputum (Eos%)y

Positive 9 7 41 75 56 61
Negative 13 21

FEV1
o80% 5 0 22 100 100 56
X80% 17 22

Bronchodilator testz

Positive 9 4 41 85 69 64
Negative 13 24

�FENO positive: X20 ppb; negative: p19 ppb.
yInduced sputum (Eos%) positive: X3%; negative: p2.9%.
zBronchodilator test positive is the increase in FEV1X15% and/or X200mL from baseline after inhalation of 400mg of salbutamol.

Figure 1 Receiver operating characteristic curve (ROC) for
forced expiratory volume in 1 s (FEV1, solid line) and the ratio of
FEV1 to forced vital capacity ratio (FVC, dotted line).

Figure 2 Receiver operating characteristic curve for the
exhaled nitric oxide measurement (FENO, solid line) and Eos%
in induced sputum (dotted line). The FENO measurement shows
higher area under the receiver operating characteristic curve
(AUC) than Eos% in induced sputum.
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airway obstruction and/or bronchial hyperresponsiveness.1

These procedures distinguish healthy individuals from
patients according to the type and degree of airway
obstruction, even though findings vary greatly because of
individual airway variability and differing degrees of patient
cooperation. Of 22 patients diagnosed with asthma based on
a positive methacholine challenge test in our study, only 5
patients presented airflow obstruction by spirometry. The
remaining 17 asthmatic patients presented normal FEV1 and
FEV1/FVC values and FENO values 420 ppb, indicating a
diagnosis of asthma by inflammatory biomarker but not by
spirometry. These findings support a conclusion that this
biomarker offers a useful tool for diagnosing asthma in
patients who present spirometry values within the normal
reference limits. The high significant correlation between
FENO and PD20 also supports the use of FENO assessment to
obtain a more accurate diagnosis of asthma, with less
variability than with standard procedures. Moreover FENO is
an easier technique to use in patients with mild asthma and
it is safer in patients with severe airway obstruction (FEV1
o50%). The negative predictive value of FENO measurement
is very acceptable and greater than that of spirometry or
induced sputum Eos% assessment. Thus, FENO measurement
can rule out an inflammatory respiratory process in 78% of
the patients, giving it considerable diagnostic capability.

The cutoff for FENO measurement that shows the best
combination of sensitivity and specificity in the diagnosis of
asthma in our study was 23 ppb, consistent with the cutoff
established in the literature.5,10,15 The lower sensitivity of
induced sputum Eos% in comparison with the sensitivity of
FENO measurement is attributable to the periodic character
of sputum eosinophil increases in some asthmatic patients.16

The higher specificity of Eos% (77%) in comparison with FENO
(64%) supports of a diagnostic role for induced sputum Eos%
measurement in eosinophilic diseases with asthmatic symp-

toms, such as eosinophilic bronchitis, occupational asthma
and chronic cough. On the other hand, there are various
airway inflammatory diseases—such as chronic obstructive
pulmonary disease,17 bronchiectasis,18 or lung cancer19—
where NO levels are elevated. Our findings also encourage
the addition of induced sputum Eos% to FENO measurement
to increase diagnostic yield in these cases. Thus, when we
used both biomarkers together, the forward logistic regres-
sion model showed higher specificity in the diagnosis of
patients with a clinical history suggestive of asthma. This
improvement in specificity is not observed when spirometry
and methacholine challenge test results are added to FENO
assessment.

This study has confirmed the utility of FENO for diagnosing
asthma in populations with clinical symptoms suggestive of
the disease. FENO measurement led to a faster, more
convenient and more accurate diagnosis of asthma than
standard procedures. Additionally, we found that using both
FENO and induced sputum Eos% together to diagnose asthma
is more accurate than spirometry or FENO assessment alone
and easier to perform than methacholine challenge test.
These non-invasive techniques to measure inflammatory
biomarkers offer simple, complementary and reproducible
diagnostic tools for diagnosing asthma in clinical practice,
suggesting an approach that may lead to a new definition of
asthma in the future.
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• Los 22 pacientes diagnosticados de asma presentaron valores de FENO 

superiores a los pacientes no asmáticos (40 ± 31 ppb vs 18 ± 23 ppb, respec.). 
 

• La determinación de FENO fue el procedimiento que presentó la 

más alta capacidad diagnóstica (sensibilidad 77% y especificidad 64% 

combinada) con un AUC de 0.80 (95% CI, 0.62–0.87; po0.001). 
 

• El punto de corte de FENO que mejor distinguió a los pacientes 

asmáticos de los no asmáticos fue de 23 ppb. 
 

• La determinación de FENO presentó una correlación negativa y 

significativa con la PD20 obtenida en la prueba de provocación bronquial 

con metacolina (r = -0.4; p=0.004). 
 

• La combinación de FENO con el esputo inducido y no con la espirometría, 
aumentó la capacidad diagnóstica de FENO aislado, mejorando la especificidad a 
un 76%.
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Summary

Study objectives: The process of intermittent hypoxia-reoxygenation produces airway inflam-
mation and endothelial dysfunction that favors the development of cardiovascular disorders in
obstructive sleep apnea syndrome (OSAS). Nitric oxide (NO) is an important mediator in airway
inflammation and the regulation of endothelium-dependent vasodilation.
Design: This study compared airway NO (FENO) and alveolar NO (CANO) measurements in exhaled
breath in 30 OSAS patients to those of 30 healthy (non-OSAS) individuals and determined the
relationship between NO levels and OSAS severity. Additionally, NO measurements were
analyzed after 3 months of CPAP treatment.
Measurements and results: The mean (�SD) FENO level in the OSAS group (27.2 � 18 ppb) was
higher than in the healthy non-OSAS group (p Z 0.006). The mean CANO level was
1.65 � 0.90 ppb, lower than in the non-OSAS group (p Z 0.001). A significant correlation
was found between FENO and CANO levels and the apneaehypopnea index (AHI) in the OSAS
group (r Z 0.8, p < 0.05; r Z �0.9, p Z 0.01, respectively). FENO levels decreased and CANO

levels increased significantly after CPAP treatment.
Conclusions: Severe OSAS patients have higher FENO and lower CANO levels and these are
restored to normal after CPAP treatment, reflecting the correction of local upper airway
inflammation and endothelial dysfunction present in OSAS patients. Exhaled breath techniques
can be useful to identify airway inflammation and endothelial dysfunction in severe OSAS
patients.
ª 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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Introduction

In obstructive sleep apnea syndrome (OSAS), a highly
prevalent disease affecting 4% and 2% of adult males and
females, respectively,1 recurrent upper airway obstructive
episodes cause intermittent arterial oxygen desaturation,
nocturnal arousals and disruption of sleep architecture.2

OSAS is a cardiovascular risk factor3,4 associated with
increased morbidity and mortality,3,5 one whose multifac-
torial pathogenesis involves metabolic and autonomic dys-
regulation, inflammatory processes and oxidative stress.4,6

In OSAS patients intermittent hypoxia-reoxygenation
episodes provide the mechanism by which inflammatory
mediators are released, triggering the upper airway and
systemic inflammation described in these patients.4,6 The
upper airway inflammation, aggravated by mechanical
injury caused by repeated pharyngeal collapse, increases
the airway obstruction. Moreover, the systemic inflamma-
tory process also increases the release of oxygen-free
radicals beyond the physiologic antioxidant capacity,
generating oxidative stress.7e9 This encourages endothelial
dysfunction and provides a favorable environment for
cardiovascular disorders such as systemic hypertension and
stroke.10,11

Nitric oxide (NO) is implicated in the presence of airway
inflammation in several respiratory diseases when it is
synthesized in airway cells by the inducible NO synthase
enzyme.12 NO is also an oxygen-free radical and a powerful
vasodilator released by endothelial NO synthase, involved in
platelet aggregation and the regulation of vascular tone.
Several studies have demonstrated a decrease in circulating
NO in OSAS patients.13 Techniques for the measurement of
exhaled breath NO offer noninvasive, reliable and easy ways
to assess upper airway and bronchial inflammation bymeans
of the fraction of NO in the airway compartment (FENO).

14

These exhaled breath techniques are also useful to
measure the NO concentration in the alveolar compartment
(CANO), which indirectly marks pathogenic changes in the
distal airways and alveolar-capillary membrane, thereby
reflecting endothelial dysfunction.15 The FENO levels repor-
ted for OSAS patients have been inconsistent in the litera-
ture, with elevated concentrations observed by some
authors16,17 but not by others.18 CANO levels in OSAS patients
have not usually been investigated, although one recent
study measured this parameter before and after only two
nights of continuous positive airway pressure (CPAP).18

CPAP is described as the treatment of choice for severe
OSAS,19 yet we still lack an objective criterion to determine
whether to treat OSAS patients without symptoms or known
cardiovascular factors. Nor do we know whether early CPAP
treatment would prevent future cardiovascular diseases in
these patients.20

The use of simple, noninvasive measurements would be
useful to better understand OSAS pathophysiology and to
identify important interindividual differences in disorder’s
consequences. Starting with the hypothesis that FENO and
CANO are candidate noninvasive measures for use in this
setting, we aimed to determine FENO and CANO levels in
a group of OSAS patients before and after 3 months of
treatment with CPAP to evaluate the relation between each
measure of NO and OSAS severity and response to treatment.

Methods

Subjects

Consecutive patients meeting the inclusion criteria were
recruited for this prospective study. All had been referred
to our sleep-disorderedebreathing clinic because of clinical
symptoms suggestive of OSAS. Patients whose test results
confirmed this disease were included in an OSAS group.
Healthy individuals in whom OSAS was ruled out were
recruited for a non-OSAS group in which to determine
physiologic levels of FENO and CANO.

We excluded patients with a history of cognitive disor-
ders, symptoms of respiratory tract infection in the 6
weeks prior to referral, and atopy or respiratory disease
that might affect FENO levels (asthma, chronic obstructive
pulmonary disease, sarcoidosis, lung cancer, bronchiec-
tasis, cystic fibrosis) or kidney, liver and rheumatic
diseases. Patients were also excluded if they had received
treatment with inhaled or oral corticosteroids in the last
four weeks or if spirometry results indicated loss of lung
function.

The study was approved by the ethics committee of our
hospital and all subjects (both patients and healthy indi-
viduals) gave their signed, informed consent.

Study design

Individual characteristics were recorded and a clinical ques-
tionnaire was used to collect information on smoking, medi-
cation, cardiovascular disease (hypertension, ischaemic
heart disease, and stroke), diabetes mellitus and dyslipide-
mia. Excessive daytime sleepiness was assessed using the
Epworth Sleepiness Scale.21 Complete physical examinations
(including a chest x-ray for patients) and lung function tests
(spirometry and a bronchodilator test), were also given. All
individuals were studied by overnight respiratory polygraphy
or polysomnography. Trained staff assigned to our lung func-
tion laboratory and sleep-disorderedebreathing unit carried
out the tests.

Patients were included in the OSAS group consecutively
if the results of the sleep study indicated they had an
apneaehypopnea index (AHI) � 15. Healthy (non-OSAS)
group individuals were found to have an AHI < 5. Within 5
days of each sleep study, each subject underwent FENO
and CANO measurement procedures, all of which were
carried out at the same hour of the day (of 09:00 to 11:00
a.m.), before spirometry, so as not to interfere with that
test.

OSAS patients who met the criteria for CPAP treatment2

also underwent a titration night study by attended poly-
somnography or with a simplified automatic CPAP device
(AutoSet Clinical System, Resmed, North Ryde,
Australia).22 After 3 months of CPAP treatment the patient
came to a follow-up visit that included an interview and
collection of anthropometric data as well as the proce-
dures needed for determining FENO and CANO. CPAP treat-
ment adherence was assessed objectively by reading the
counter that showed the operating hours since treatment
was started.
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OSAS diagnostic studies

Polysomnography
The OSAS diagnosis was established by overnight poly-
somnography (Siesta, Compumedics, Melbourne, Australia)
in those patients who had excessive daytime sleepiness and/
or associated comorbidity.2 Sleep stages were documented
by two electroencephalography and two electrooculography
channels, submental and anterior tibial electromyography
channels. Arterial oxygen saturation was assessed by pulse
oximetry (SpO2) and airflow by nasal flow pressure sensor
and oronasal thermistor; thoracic and abdominal excursion
bands, electrocardiographic leads, and snoring and body
position sensors were also in place. Recordings were made
for a minimum of 6 h, with a minimum sleep time of 3 h.
Apnea was defined as the absence of airflow for �10 s and
hypopnea as a 30%e90% reduction of airflow compared with
baseline lasting �10 s in combination with a reduction of
�3% in SpO2 and/or followed by an arousal.23,24 We recor-
ded the mean AHI, as the average total number of apneic
and hypopneic events per sleep hour, the number of
arousals, the arousal index (number of arousals per hour),
the mean SpO2 and the cumulative time with SpO2 < 90%
expressed as a percentage of total sleep time registered
(CT90%). No sleep studies had to be repeated.23

Respiratory polygraphy

The remaining subjects, who had not reported excessive
sleepiness or comorbidity, underwent respiratory polyg-
raphy (Sibelhome 300, Sibel, Barcelona, Spain). SpO2 was
assessed by pulse oximetry and airflow by nasal flow pres-
sure sensor and oronasal thermistor. Thoracic and abdom-
inal excursion bands and snoring and body position sensors
were also in position. The same AHI criteria used in poly-
somnography were also used in polygraphy, with the
exception that arousals were not detected by the polyg-
raphy device.25

Lung function

Spirometry and bronchodilator tests (Datospir 120, Sibel)
were performed before and after inhalation of salbutamol
following international guidelines.26 A forced expiratory
volume in 1 s (FEV1) � 80% of predicted and/or a ratio of
FEV1 to forced vital capacity (FVC) � 75% were considered
to lie within normal limits in this clinical setting. Patients
who presented spirometric values below these cutoffs were
excluded. Spirometry was repeated after exhaled NO
measurement 3 months after the beginning of CPAP treat-
ment in the OSAS patient group.

NO measurements

FENO measurement: the single-breath technique
FENO was measured with a conventional chemo-
luminescence analyser (NIOX, Aerocrine AB, Stockholm,
Sweden) using the on-line standardized single-breath
technique according to international guidelines.27 The
subject inhaled to total lung capacity from the device once
and then exhaled at a constant flow rate (VE) of 50 mL/s for

approximately 10 s. Resistance at a pressure above
5e20 cm H2O was provided to ensure velum closure and
exclude contamination from nasal NO. To interpret FENO
recordings we considered valid only the NO plateau of the
exhalation curve (held for >3 s and with a variation <10%).
The mean value of FENO from 3 technically valid measure-
ments was recorded.

CANO measurement: the multiple flow rate
exhalation technique

The patient exhaled at several different VE (10, 30, 100 and
200 mL/s) using the standard on-line technique, according
a previously validated method.28 The NO levels for each
exhaled flow rate (VNO) in picoliters per second were stored
and analyzed on the computer using NO analysis software.
To calculate the flow-independent parameters required,
we introduced the values for 100 and 200 mL/s into the
equations of Tsoukias and Silkoff.28 By this means, we were
able to derive the positive slope of the relationship
between VNO and VE, which represents CANO, and the
intercept, which is the maximum total airway NO flow
(J’AW,NO). Airway diffusion (DAWNO) of NO was calculated
using the Silkoff equation (DAWNO Z J’AWNO � CANO).

29

Statistical analyses

To express the results of quantitative variables we used
means � SD. Results for categorical variables are reported
as absolute frequencies and percentages. The t test was
used to compare the means of independent paired vari-
ables. The Pearson correlation coefficient was used to
assess the correlation between FENO and CANO measure-
ments with sleep study variables which reflect severity of
disease (AHI, SpO2, CT90%), as the dataset for the sample
presented a normal distribution (according to the Kolmor-
ogoveSmirnov test). Additionally, age, sex, weight and
body mass index (BMI) were entered into a multiple logistic
regression model to evaluate whether the relationship
between FENO and CANO level and the AHÍ was maintained
after correction for covariation. A p-value <0.05 was
considered statistically significant. An independent statis-
tician analyzed the raw data, using the SPSS statistical
package (version 14) (SPSS Inc, Chicago, IL, USA).

Results

Patient characteristics and sleep study results

The functional, clinical and anthropometric characteristics
of both groups are described in Table 1. The mean AHI was
46.7 � 18.0 for OSAS patients and 2.4 � 1.7 for non-OSAS
subjects (pZ 0.001). The mean nighttime SpO2 was 93 � 2%
for OSAS patients and 96 � 1.1 for non-OSAS subjects
(p Z 0.001).

Of 39 patients with a sleep study confirming the diag-
nosis of OSAS, 9 were excluded from the study because they
did not perform the multiple flow rate exhalation tech-
nique successfully. Thirty patients whose sleep study did
not confirm the diagnosis made up the healthy (non-OSAS)
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group. Forty-two underwent polysomnography and 18,
polygraphy.

NO measurements at diagnosis

The mean FENO levels were significantly higher in the OSAS
group than in the healthy (non-OSAS) group (Table 2). A
significant correlation was found between FENO and AHI
(r Z 0.8; p < 0.05). Mean nighttime SpO2 (r Z �0.4;
p Z 0.01), and CT90% (r Z 0.3; p Z 0.05) in the OSAS
patients were also directly correlated with FENO. The OSAS
smokers had lower FENO levels than non-smokers
(12 � 6 ppb vs 35 � 4 ppb, respectively; p Z 0.01).

CANO levels were significantly lower in the OSAS group
than in the healthy (non-OSAS) group (Table 2). The OSAS
smokers had lower CANO levels than non-smokers but the
difference was not statistically significant (1.2 � 0.6 ppb vs
1.6 � 0.6 ppb, respectively; p Z 0.2). There was a signifi-
cant negative correlation between the mean CANO level and
AHI, (r Z �0.9, p Z 0.01) (Fig. 1). CANO levels and mean
nighttime SpO2 (r Z 0.5, p Z 0.02) (Fig. 2) and CT90%
(r Z �0.5, p Z 0.03) were also significantly correlated. We
also observed a significant negative correlation between
FENO and CANO levels in the OSAS group (rZ �0.7, pZ 0.01)
while in the healthy (non-OSAS) group the correlation was
significant but weak (r Z 0.4, p Z 0.025). CANO levels did

not correlate with sex, age, BMI, or respiratory function
status (p > 0.05).

The multiple logistic regression model confirmed that
two variables, the presence of a diagnosis of OSAS
(r Z 0.508, p Z 0.006) and severity (AHI, r Z 0.9, p Z
0.001) remained significantly associated with CANO level
independently of age, sex, weight and BMI. Both these
variables also remained significantly associated with FENO in
the model (OSAS diagnosis: r Z 0.8, p Z 0.005; AHI: r Z
0.6, p Z 0.001).

FENO and CANO measurements after CPAP treatment

CPAP treatment was initiated in 24 of the 30 OSAS patients.
At the 3-month follow-up visit, CPAP was being used for
a mean of 6 � 1 h per night. At which time FENO levels had
decreased significantly (Fig. 3). Because two outliers were
present,we compared FENO levels before and after CPAPwith
a nonparametric Wilcoxon test (even though the Kolmogor-
oveSmirnov test showed that the data were normally
distributed). The decrease in FENO after treatment remained
statistically significant (p Z 0.018) in that comparison.

CANO levels, however, had increased significantly by
2.9 � 1 ppb (Fig. 4). There was a weak but significant
correlation between the change in CANO level and the AHI at
diagnosis (r Z 0.4; p Z 0.04), (Table 2).

Table 1 Group characteristics of OSAS and healthy (non-OSAS) patients.

OSAS group n Z 30 Healthy Non-OSAS group n Z 30 p-value

Age, yrs 54 � 10 40.7 � 10 0.001
Sex, male/female 22/8 14/16 0.001
BMI kg/m�2 31.16 � 3.34 24.8 � 2.8 0.001
FEV1% pred 101 � 11 107 � 13 0.13
FVC % pred 97 � 11 104 � 10 0.14
FEV1/FVC % 79 � 4 80 � 6 0.75
Smoking, n 0.001
Smoker 6 2
Non-smokers 9 1
Ex-smoker 15 27
Hypertension, n (%) 13 (43) 3 (10) 0.007
Diabetes mellitus, n (%) 4 (13) 0 (0) 0.005
Dyslipidemia, n 5 (16) 1 (3) 0.008
Ischemic heart disease, n 1 (3) 0 (0) 0.001
Stroke, n 0 (0) 0 (0) 0.1
Epworth scale 13 � 4.3 9.8 � 3.2 0.04

Data are presented as mean � SD, unless otherwise noted.

Table 2 Nitric oxide measurements in OSAS patients, before and after CPAP treatment, and in the non-OSAS group.

OSAS group
n Z 30

Healthy Non-OSAS
group n Z 30

p-value CPAP, OSAS group n Z 24 p-value

Pre-CPAP Post-CPAP

FENO ppb, mean � SD 27.2 � 18 16.7 � 8 0.006 31.5 � 18 20 � 10 0.018
DAWNO, ml/s, mean (95% CI) 24.8 (2.4e169) 4.8 (0.5e10.4) 0.005 27.3 (2.4e169) 8.9 (0.1e82) 0.01
J’AW,NO, pl/s, mean (95% CI) 1147 (53.6e5800) 566 (113e1755) 0.004 1255 (54e5802) 1112 (14e7500) 0.49
CANO, ppb, mean � SD 1.65 � 0.90 2.86 � 1.39 0.001 1.8 � 0.8 4.2 � 1.6 0.01

Data are presented as mean � SD or followed by the 95% confidence interval (CI), as indicated. OSAS: obstructive sleep apnoea
syndrome; CPAP: continuous positive airway pressure; FENO: fraction of exhaled breath nitric oxide; DAW,NO: nitric oxide airway diffusing
capacity; J’AWNO: maximum total airway nitric oxide flow; CANO: alveolar nitric oxide concentration.
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Discussion

Our study confirmed that OSAS patients have FENO levels
that are higher than those of healthy (non-OSAS) individ-
uals, consistent with the presence of an upper airway
inflammatory process. We also confirmed that FENO level
was correlated with OSAS severity. In addition, CANO levels
were lower in OSAS patients and this measure was also
correlated with OSAS severity, suggesting that these
patients have abnormal NO bioavailability that would lead
to endothelial dysfunction. CPAP treatment improved and
restored the FENO and CANO levels after 3 months of treat-
ment in the 24 treated patients.

Higher levels of FENO in OSAS patients reflect the pres-
ence of bronchial and upper airway inflammation. Elevated
levels of polymorphonuclear cells and inflammatory medi-
ators in the nasal mucosa of OSAS patients were described
by Hatipoglu and Rubinstein.30 They also observed the
presence of subepithelial edema, a reduction in connective
tissue, and inflammatory cell infiltration of pharyngeal
tissue obtained by uvulopalatopharyngoplasty or tonsillec-
tomy. The transfer of the pharyngeal pressure gradient
toward the lower airway and the effect of proinflammatory
cytokines also favor the development of bronchial

Figure 1 Correlation between alveolar nitric oxide (CANO)
level and the apneaehypopnea index (AHI) in patients with
obstructive sleep apnea syndrome (r Z �0.9; p Z 0.01).

Figure 2 Correlation between alveolar nitric oxide (CANO)
levels and mean nighttime arterial oxygen saturation (SpO2%)
(r Z 0.5; p Z 0.02) in patients with obstructive sleep apnea
syndrome.
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inflammation, as shown by recent studies based on samples
obtained by noninvasive techniques (induced sputum or
exhaled breath condensate, for example).17 Salerno et al31

and Devaousassaux et al32 observed neutrophil predomi-
nance and macrophage deficits in the induced sputum of
OSAS patients compared with healthy individuals. The
higher levels of FENO and J’AWNO we observed in OSAS
patients in this study are consistent with the work of other
groups studying inflammatory markers in exhaled
breath.17,31,33 The correlation we observed between FENO
levels and OSAS severity as demonstrated by the AHI and
nighttime desaturation also reflects greater upper airway
inflammation in patients with more severe OSAS. This level
of inflammation would contribute to worsening OSAS by
narrowing the upper airway, as was demonstrated by Culla
et al34 recently. Those authors showed that severe OSAS
patients present an increased oral NO, suggesting that oral
inflammation in OSA patients could be a consequence of
intermittent hypoxia.

Our smoking patients had lower FENO and CANO levels than
ex-smokers and non-smokers. Cigarettes contain a large
number of free radicals and pro-oxidant substances which
cause lower NO bioactivity and favor an oxidative stress
state. In addition, smokers have a tetrahydrobiopterin
deficit; this cofactor is necessary for the process by which
endothelial NO is generated.35

In our study OSAS patients also had lower CANO levels than
individuals in the non-OSAS group, suggesting the presence
of endothelial dysfunction in the former. Endothelial NO is
the main factor implicated in endothelium-dependent
vasodilation and its synthesis depends on the balance
between oxygen-free radical production and degradation
and NO production.7 In OSAS the increased release of
oxygen-free radicals induced by hypoxia-reoxygenation
exceeds physiological antioxidation, favoring a reduction in
cofactors required for NO synthesis and greater synthesis of
the superoxide radical and peroxynitrite.7,8 Hypoxia also
alters the production of endothelial NO synthase, favoring
lower levels of circulating NO in these patients,13 with
a deleterious effect on the vascular bed. A more direct,
noninvasive way to measure the availability of endothelial
NO and therefore of assessing possible endothelial dysfunc-
tion would be the measurement of CANO. This marker
depends on the concentration in the alveolus and its diffu-
sion through the alveolar-capillary membrane, so that if NO
synthesis is decreased, less will be diffused and exhaled.15

The low CANO levels in our OSAS group are consistent with
the only study that analyses CANO in such patients.18 Foresi et
al showed that CANO values were significantly lower in OSAS
patients with systemic hypertension compared to those of
non-hypertensive OSAS patients, and the authors conclude
that their findings may be linked to a possible endothelial
dysfunction in OSAS patients.18 We additionally found that
CANO levels correlated with OSAS severity, with lower SpO2

and increased CT90%. In addition, CANO and FENO levels were
correlated with each other, so that those with more upper
airway and bronchial inflammation had more endothelial
dysfunction, and these patients were also precisely the ones
who had more severe OSAS.

Physiologic FENO and CANO levels were restored after 3
months of CPAP treatment. Moreover, the group of patients
with more severe disease presented more marked change

when their normal CANO levels were reestablished. Whether
or not to treat patients with CPAP only on the basis of AHI is
debated, particularly in patients with severe nonsleepy
OSAS.20 In such cases biomarkers such as FENO and CANO

obtained by noninvasive measurements could eventually to
provide valuable molecular signatures in OSAS.36

A limitation of this study is that there are statistically
significant differences in anthropometric parameters, such
as BMI, between the OSAS group and the healthy individuals
whose NO data were used for comparison. We know that
obesity itself favors inflammation and oxidative stress that
predisposes the individual to metabolic syndrome and
OSAS.36 However, the results for FENO and obesity are
inconsistent in the literature. Depalo et al16 demonstrated
higher FENO levels and increased neutrophils in the induced
sputum of obese OSAS patients in comparison with obese
non-OSAS individuals. However Petrosyan et al17 saw no
significant differences in FENO between these two types of
patient. In our study we found no correlation between BMI
and either FENO level or CANO level either in OSAS patients or
non-OSAS individuals, consistent with the findings of Foresi
et al.18 These results are also consistent with recent litera-
ture showing that OSA is a major determinant of endothelial
dysfunction independently of obesity.37 Furthermore,
logistic regression showed that the presence of OSAS and
severity as shown by AHI are the only factors that remained
correlated with FENO and CANO levels in the multiple regres-
sion model to rule out covariation with age, sex or BMI.
Finally, the most important finding of our study, the change
in FENO and CANO levels after 3 months of CPAP treatment,
was found by analyzing within-subject differences before
and after CPAP treatment, a strength of our study.

In conclusion, severe OSAS patients have higher FENO and
lower CANO levels compared to healthy patients, and phys-
iologic levels are restored after 3 months of CPAP treat-
ment. Exhaled breath techniques to measure airway and
endothelial NO provide an easy, noninvasive way to detect
or monitor local upper airway inflammation and endothelial
dysfunction in severe OSAS patients. Use of these measures
would contribute to, aiding more accurate prediction of
response to treatment.

Abbreviations

AHÍ apnea-hypopnea index
BMI body mass index
CANO alveolar nitric oxide
CPAP continuous positive airway pressure
CT90% the cumulative time with SpO2 < 90%
DAWNO airway diffusion
FENO airway nitric oxide
FEV1 forced expiratory volume in 1 s
FVC forced vital capacity
J’AW NO maximum total airway NO flow
NO nitric oxide
OSAS obstructive sleep apnea syndrome
ppb parts per billion
SpO2 arterial oxygen saturation
VE exhaled constant flow rate
VNO exhaled NO flow rate
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• RESULTADOS 
 

• Los valores de FENO fueron superiores en el grupo de pacientes 

con SAHS respecto al grupo control sin SAHS (27.2 ± 18ppb vs 16.7 ± 8 

ppb; p=0,006). 

 

• En el grupo de pacientes con SAHS se observó asociación entre 

los valores de FENO y la severidad del SAHS, de forma que a mayor IAH 

los valores de FENO fueron superiores (r = 0.8; p < 0.05). Así mismo se 

estableció asociación significativa entre FENO y otros parámetros de 

gravedad como la Sat O2 media nocturna (%) y el CT90 (%); (r = -0.4;p < 

0.01; r = 0.3; p < 0.05). 

 

• Los valores de CANO fueron significativamente inferiores en el 

grupo de SAHS respecto al grupo de sanos (1.65 ± 0.90 ppb vs 2.86 ± 1.39 

ppb; p = 0.001). 

 

• En el grupo de pacientes con SAHS los valores de CANO 

presentaron asociación negativa y significativa con la gravedad del SAHS 

(IAH: r = -0.9, p = 0.01). Así mismo se estableció asociación significativa 

entre CANO y otros parámetros de gravedad como la Sat O2 media 

nocturna (%) y el CT90 (%); (r = 0.5, p = 0.02, r = -0.5, p = 0.03, respec.). 
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• En los dos grupos de pacientes se observó una asociación 

negativa y significativa entre los valores de FENO y CANO (SAHS: r = -0.7, p 

= 0.01; sanos: r = 0.4, p = 0.025). 
 

• No se observó asociación entre los valores de FENO y CANO con el 

sexo, la edad, el IMC y los datos espirométricos en ninguno de los dos 

grupos (p > 0,05). 
 

• En el grupo de SAHS, la correlación logística múltiple mostró que el 

diagnóstico de SAHS (r = 0.508, p = 0.006) y el IAH (r = 0.9, p = 0.001) se 

asociaba a los niveles de CANO independientemente de la edad, el sexo y 

el IMC. Así mismo ocurría para los niveles de FENO (diagnósticos de SAHS: 

r = 0.8, p = 0.005; IAH: r =0.6, p = 0.001). 
 

• Se inició tratamiento con CPAP en 24 de los 30 pacientes con 

SAHS con un cumplimiento medio de 6 h/noche a los 3 meses. El 

tratamiento con CPAP restableció los valores de FENO y de CANO a valores 

similares a los del grupo control (FENO: 31.5 ±18 a 20 ± 10 ppb; CANO: 1.8 

± 0.8 a 4.2 ± 1.6 ppb). 
 

• El cambio de CANO medio después del tratamiento con CPAP fue 

de 2.9 ± 1 ppb; p < 0,05). Hubo una correlación débil pero significativa entre 

el cambio de CANO después del tratamiento y el IAH en el momento del 

diagnóstico de SAHS (r = 0.4; p = 0.04). 
 

• Los pacientes con SAHS fumadores presentaron valores de FENO 

inferiores a aquellos que no eran fumadores (12 ± 6 ppb vs 35 ± 4 ppb; p = 

0.01); los valores de CANO fueron también inferiores pero sin significación 

estadística (1.2 ± 0.6 ppb vs 1.6 ± 0.6 ppb, respec; p = 0.2). 

  



RESULTADOS 

135 

  





 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

DISCUSIÓN 

 
  



DISCUSIÓN 

138 

  



DISCUSIÓN 

139 

La tesis doctoral presentada se distribuye en dos partes bien diferenciadas 

relacionadas con la determinación de NO en aire espirado. En la primera parte se 

incluyen dos artículos que analizan aspectos metodológicos. Así, se describe la 

técnica de determinación de NO en aire espirado a flujo constante (FENO) 

mediante el equipo portátil NIOX MINO® y descripción de la técnica de espiración 

a múltiples flujos para la determinación de CANO con la obtención de valores de 

referencia de ambas técnicas en población sana. En la segunda se evalúa la 

capacidad diagnóstica de la determinación de FENO en pacientes con asma y la 

utilidad de FENO y CANO como marcador de inflamación local y disfunción 

endotelial en pacientes con SAHS. 

 

En el primer trabajo, Determinación de óxido nítrico en aire espirado (FENO) 

mediante un equipo portátil (NIOX-MINO® Aerocrine) en población sana, se 

presentaron valores de referencia obtenidos en nuestro centro mediante el 

novedoso equipo portátil de determinación de FENO NIOX-MINO®, su correlación 

con los valores obtenidos mediante el sensor de quimioluminiscencia habitual y 

valor de corte de FENO en un grupo de 28 pacientes sanos. Además se realizó 

una aportación útil sobre el método y el procedimiento habitual para el uso del 

equipo NIOX-MINO®. 

 

Nuestro estudio sobre valores de referencia de FENO con el equipo NIOX-

MINO® fue el primero publicado en España. Observamos valores de FENO 

superiores con el equipo portátil NIOX-MINO® a los obtenidos con el equipo de 

quimioluminiscencia en todos los pacientes y en cada una de las determinaciones 

al igual que otras series publicadas, donde la mayoría de los resultados objetivan 

valores superiores con el dispositivo portátil57,60. Tan sólo un estudio con 

posterioridad objetivó valores inferiores con el equipo portátil,59 resultados 

influidos por las dificultades técnicas. Esta diferencia en el valor de FENO podría 

facilitar el error de catalogar enfermedad cuando en realidad el individuo sería 

sano. Sin embargo observamos una correlación fuerte, directa y significativa entre 

ambos equipos (r = 0,92; p = 0,001), que permite establecer un factor de 

corrección lineal con el que poder equiparar los valores obtenidos con ambos 

equipos: (NIOX-MINO®) = 10 + 1,5 FENO (N-6008®). La utilización de esta 

ecuación nos permite confirmar la significación de patológico o no, al valor de 
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FENO obtenido por el equipo NIOX-MINO®. Estos resultados fueron confirmados 

posteriormente por autores como Pizzimenti et al.60 y Kim et al.63 En la práctica 

clínica para la interpretación de los resultados lo útil y recomendable es el uso de 

valores de referencia del equipo portátil y establecer el juicio clínico en base a la 

elaboración de valores intrasujeto.285,286 

 

En el estudio se calculó también el valor de corte de FENO con significación 

patológica. Se obtuvo un valor de corte de 34 ppb para el equipo portátil NIOX-

MINO®, valor similar a los obtenidos por la escasa literatura internacional 

publicada en aquel momento sobre este equipo.57,60 Previamente se había 

propuesto para el equipo habitual de quimioluminiscencia un valor de corte de 20 

ppb,64,90 muy similar al obtenido en nuestro estudio (17 ppb). Las diferencias en el 

valor de corte entre ambos equipos, prácticamente el doble con el equipo NIOX-

MINO®, al igual que lo comentado para los valores de referencia, requieren 

establecer valores intraindividuo con el equipo utilizado sobre los que realizar las 

modificaciones pertinentes en el control y tratamiento de los pacientes. 

 

No se observó una influencia de la edad, el sexo o la espirometría en los 

valores de FENO con el equipo portátil NIOX-MINO® en consonancia con los 

estudios publicados.60-63 Respecto al equipo de quimioluminiscencia tampoco se 

observó influencia de estos factores a diferencia de algunos resultados previos. 64-

66 Las diferencias en la superficie de la vía aérea o de la capacidad de difusión 

entre hombres y mujeres y en los individuos de mayor edad son postuladas como 

posibles causas de estas diferencias. En nuestro estudio podría haber influido en 

la ausencia de diferencias, el tamaño de la muestra. 

 

Desde el punto de vista metodológico el estudio confirma las ventajas 

presentes en el equipo NIOX-MINO® respecto al habitual: se minimiza la 

posibilidad de contaminación ambiental, no requiere calibración y se necesita una 

determinación única. Su portabilidad y rapidez de ofrecer el resultado (1,30 

segundos) permite la utilización del mismo en la consulta neumológica 

extrahospitalaria e incluso en el domicilio del paciente. 
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El establecimiento de valores de referencia como los de este estudio, con 

una muy buena correlación con el equipo habitual y de un valor de corte a partir 

del cual establecer patología así como las propias ventajas metodológicas del 

equipo portátil, han permitido la incorporación de este equipo en las 

recomendaciones para el manejo clínico del paciente con asma53 y en otras 

enfermedades respiratorias. 

 

En el segundo trabajo, Determinación de la concentración de óxido nítrico 

alveolar en aire espirado: procedimiento y valores de referencia en personas 

sanas, se desarrolla el modelo matemático bicompartimental que permite la 

medición de CANO mediante la técnica de espiración de múltiples flujos, el 

desarrollo de esta técnica y el establecimiento de valores de referencia en un 

grupo de 33 individuos sanos. 

 

Con el fin de determinar la concentración alveolar de NO y entender así 

mejor la fisiología pulmonar del NO, varios autores en la década de los 80 

describieron el pulmón como un modelo diferenciado en dos compartimentos, 

modelo bicompartimental, uno bronquial y otro alveolar, que ayudaba a entender 

los cambios dinámicos del NO en el aire espirado. El compartimento de la vía 

aérea está determinado por el flujo de NO bronquial (J’awNO) y por la capacidad 

de difusión de NO en la vía aérea (DawNO) de tal forma que la producción de NO 

en la vía aérea es proporcional a la diferencia de concentración existente en la luz 

y la concentración de la pared bronquial. Además, la DawNO depende de la 

concentración de NO en la pared del bronquio. Mientras, el compartimento 

alveolar está definido por la CANO, parámetro que sufre modificaciones de forma 

dinámica con la respiración y refleja el equilibrio entre el NO producido localmente 

y el que se difunde a la vía aérea.96 Estos autores desarrollaron varias ecuaciones 

matemáticas que permitían estimar los parámetros necesarios para la utilización 

práctica del modelo bicompartimental. Sin embargo la complejidad del análisis 

hizo que no se utilizaran en la práctica clínica.  
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Ante la escasa literatura reciente, decidimos con nuestro estudio desarrollar 

matemáticamente el modelo bicompartimental. Para ello analizamos diferentes 

ecuaciones propuestas en la literatura, para finalmente escoger los modelos 

matemáticos de Tsoukias y George, y de Silkoff que nos permitían medir los 3 

parámetros relevantes: (DawNO = J’awNO x CANO).94,96 

 

La técnica que permite la utilización práctica del modelo bicompartimental y 

determinar los parámetros CANO, J’awNO y DawNO, en el momento del estudio, es 

la técnica de espiración a múltiples flujos. En el estudio que se presenta en esta 

tesis se utilizó la medición a 4 flujos (10, 30, 100 y 500 ml/s) que permitía el uso 

de las ecuaciones de Tsoukias y George y de Silkoff .94,96 Metodológicamente la 

técnica de espiración es la misma que la técnica de flujo constante que permite la 

determinación de FENO, pero realizada 4 veces, una por cada flujo definido. 

 

Se establecieron valores de referencia de CANO entre 1,45 – 6,31 ppb con 

un valor medio de 3,04 ± 1,30 ppb en un grupo de 33 sujetos sanos. A pesar de 

existir poca experiencia en este ámbito en el momento del estudio, los valores de 

CANO obtenidos estaban en consonancia con los obtenidos por la literatura en 

población sana72,107 y en estudios de casos-controles de pacientes con patología 

respiratoria inflamatoria que incluían sujetos sanos.287,288 Los valores de 

referencia y valores medios, obtenidos de J’awNO y de DawNO estaban así mismo 

dentro del margen de referencia de otros estudios. 

 

El desarrollo de la técnica que permite de forma práctica el uso del modelo 

bicompartimental para obtener valores de referencia de CANO, J’awNO y DawNO en 

población sana, en nuestro laboratorio equiparables a los de la literatura, permite 

su aplicación en la valoración del estado inflamatorio distal y del ámbito endotelial 

en enfermedades respiratorias. En la literatura, se han demostrado valores 

aumentados de CANO en pacientes con asma y alveolitis respiratoria respecto a 

controles sanos como reflejo de una mayor inflamación alveolar.287 Así mismo se 

ha observado una asociación entre la gravedad del asma y la CANO de tal forma 

que son los pacientes con asma grave los que presentarían una CANO superior a 

los pacientes con asma leve, en los cuales los niveles de FENO sí estarían 

elevados. Estos resultados sugieren que los pacientes con asma grave presentan 
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una mayor inflamación alveolar y de pequeña vía aérea y no tanto bronquial, a 

diferencia que el asma no grave289 pudiendo ser la determinación de CANO útil en 

la identificación para el control de este tipo de pacientes entre otros (EPOC, 

neumopatia intersticial, etc.). Así mismo dado que la determinación de CANO es el 

resultado de la suma del trasporte de NO desde la luz alveolar y la concentración 

del trasporte transversal de toda la vía aérea, reflejaría también el estado de la 

membrana alveolocapilar y del endotelio.96 

 

El tercer trabajo, Diagnostic utility of inflammatory biomarkers in asthma: 

exhaled nitric oxide and induced sputum eosinophil count, evalúa la capacidad 

diagnóstica de FENO en comparación con el esputo inducido y con los métodos 

habituales de diagnóstico de asma (espirometría, prueba broncodilatadora y 

prueba de provocación con metacolina) en un grupo de 57 pacientes con clínica 

sugestiva de asma. Así mismo se evaluó si la combinación de FENO con el resto 

de pruebas aumentaba dicha capacidad diagnóstica. 

 

La determinación de FENO fue la prueba que presentó mayor capacidad 

diagnóstica (sensibilidad 77% y especificidad 64% combinadas) comparada con el 

FEV1%, con la respuesta broncodilatadora positiva de la espirometría y con el 

esputo inducido. El área bajo la curva (AUC) fue de 0,8 (95% CI, 0.62 –0 .87; p < 

0.001). Además se observó una alta correlación entre los valores de FENO y la 

prueba de provocación con metacolina. Estos datos confirman que la 

determinación de FENO es un método útil y fiable para el diagnóstico de asma, 

con menos variabilidad que los métodos habituales y con gran precisión 

diagnóstica. 

 

La determinación de FENO presentó un muy aceptable valor predictivo 

negativo y superior al de la espirometría y al esputo inducido, por lo que permite 

descartar pacientes con enfermedad respiratoria inflamatoria en un alto porcentaje 

de casos (78%). 

 

El esputo inducido presentó sin embargo mayor especificidad (77%) que la 

determinación de FENO, hecho explicable por el papel diagnóstico que tiene el 

esputo inducido en pacientes con síntomas sugestivos de asma y patología 
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inflamatoria eosinofílica como son la bronquitis eosinófilica, el asma ocupacional o 

la tos crónica. 

 

En cuanto a los valores medios de FENO se observaron valores superiores 

en el grupo de asmáticos respecto al grupo de pacientes sin asma (40 ± 31 ppb vs 

18 ± 23 ppb, p = 0.04), así como se mostró una tendencia en el porcentaje de 

eosinófilos en el esputo inducido a ser superior en el grupo de pacientes 

asmáticos. Estos resultados confirman la presencia de una mayor inflamación 

detectable por biomarcadores en pacientes con diagnóstico de asma respecto a 

aquellos sin asma. Así mismo, el valor de corte de FENO con el que se consiguió 

una mayor capacidad diagnóstica de asma fue de 23 ppb en consonancia con la 

literatura presente hasta aquel momento.51,150 

 

En la comparación con la prueba de provocación bronquial con metacolina, 

utilizada como Gold standard para el diagnóstico de asma, sólo en 5 de los 22 

pacientes con metacolina positiva (23%) la determinación de FENO fue negativa (≤ 

19 ppb). Además se observó una correlación negativa entre la PD20 y la 

determinación de FENO sugiriendo que los pacientes con mayor componente de 

hiperreactividad bronquial presentaban mayor inflamación. En contraste con estos 

resultados, se observó cómo sólo el 22% de los pacientes diagnosticados de 

asma presentaban obstrucción al flujo aéreo y el 59% prueba broncodilatadora 

negativa. Además todos los pacientes asmáticos que presentaban un FEV1% y 

FEV1/FVC (%) dentro del margen de referencia mostraron valores de FENO > 20 

ppb. Estos resultados sugieren el uso de FENO como un nuevo método para el 

diagnóstico de asma en pacientes con clínica sugestiva, sin tratamiento 

corticoideo y valores espirométricos dentro del margen de referencia. 

 

Una vez demostrada la capacidad diagnóstica del FENO en la sospecha 

clínica de asma se evaluó si la combinación de diferentes métodos diagnósticos, 

incluyendo la determinación de FENO, podría aumentar la capacidad diagnóstica. 

Así se observó como al incorporar a la determinación de FENO, la del esputo 

inducido la especificidad diagnóstica fue mayor (76%) que la obtenida por FENO 

como método diagnóstico único. La combinación de FENO con la prueba de 

provocación con metacolina o la prueba broncodilatadora no aumentaba la 



DISCUSIÓN 

145 

capacidad diagnóstica del FENO. De esta forma la combinación de dos técnicas 

que evalúan el estado inflamatorio bronquial permite el diagnóstico de asma con 

una mayor capacidad que las medidas que evalúan la broncoconstricción o la 

hiperrespuesta bronquial. 

 

Los resultados de este trabajo están en consonancia con el estudio de 

Smith et al.150, pionero en el uso de FENO como método diagnóstico de asma y 

único estudio en el momento de realización de la tesis, así como con la literatura 

que posteriormente ha valorado la utilidad de FENO tanto en el diagnóstico de 

asma, como en el control del tratamiento y de las agudizaciones.156-161 

 

Los resultados obtenidos confirman que la determinación de FENO es una 

técnica con una mayor capacidad diagnóstica de asma que el esputo inducido y 

que el resto de los procedimientos habituales (espirometría y prueba 

broncodilatadora), y que su combinación con el esputo inducido establece un 

diagnóstico fiable y preciso de inflamación bronquial en pacientes con alta 

sospecha clínica de asma. Así mismo estos resultados han contribuido a la 

incorporación en el algoritmo diagnóstico de la Guía Española del Asma (GEMA) 

la utilidad de un valor de corte de FENO ≥ 30 ppb a partir del cual establecer el 

diagnóstico de asma.109 

 

El cuarto trabajo, Airway and alveolar nitric oxide measurements in 

obstructive sleep apnea syndrome, determinó valores de FENO y de CANO en un 

grupo de pacientes con SAHS en comparación con un grupo de individuos sanos 

(grupo control). Así mismo evaluó el efecto del tratamiento con CPAP durante 3 

meses sobre los valores de FENO y de CANO. 

 

Se observaron valores de FENO superiores en el grupo de pacientes con 

SAHS respecto al grupo control, resultados consistentes con la literatura,218,256,257 

y que sugieren la presencia de un proceso inflamatorio local en este tipo de 

pacientes. Además los valores de FENO se correlacionan con el IAH y con otros 

parámetros de gravedad como son SO2 media nocturna (%) y el CT90 (%), lo que 

también sugiere que a mayor gravedad del SAHS mayor grado de inflamación. En 

el paciente con SAHS la inflamación de la VAS y de la vía bronquial se producen 
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como consecuencia de la hipoxia intermitente crónica, el aumento de la 

colapsabilidad de la VAS y el estrés mecánico local secundarios a la oclusión 

repetida de la VAS.198 

 

Respecto a la determinación de CANO, se observaron valores de CANO 

inferiores en los pacientes con SAHS respecto al grupo control, resultados 

consistentes con el único estudio de la literatura publicado en el momento.258 Se 

observó además una correlación con la determinación de FENO y con los 

parámetros de gravedad del SAHS como el IAH, la Sat O2 media (%) y el CT90 

(%). Estos resultados confirman que los pacientes con mayor inflamación de la 

VAS y mayor gravedad del SAHS presentan mayor alteración de la difusión 

alveolar de NO, por lo que podría relacionarse con una mayor disfunción 

endotelial, ya que el NO es uno de los factores principales implicados en la 

vasodilatación dependiente de endotelio y su síntesis depende de un equilibrio 

entre la producción de RLO y la degradación-producción de NO. En los pacientes 

con SAHS se ha demostrado un aumento de RLO y un estado de estrés oxidativo 

como consecuencia de los episodios de hipoxia–reoxigenación crónica que 

favorece una menor síntesis de NO por diferentes mecanismos y en un último 

término disfunción endotelial que predispone a la comorbilidad cardiovascular. 206 

La determinación de CANO, podría constituir un marcador no invasivo de 

disfunción endotelial en los pacientes con SAHS. 

 

Los pacientes fumadores presentaron valores de FENO y de CANO inferiores 

al grupo de exfumadores y de no fumadores. Está demostrado que las sustancias 

que contiene el tabaco presentan radicales libres y sustancias pro-oxidantes que 

disminuyen la biodisponibilidad de NO e inhiben la producción del cofactor 

necesario (tetrahidorbiopterina) para que la eNOS sintetice NO.237 Por otro lado, 

la N-nitrosamina existente en el cigarrillo tiene un gran poder inhibidor de la 

producción de NO por los macrófagos alveolares.241 Así la determinación de NO 

en aire espirado en el grupo de pacientes fumadores se tiene que tener en cuenta 

con precaución. 

 

De los 30 pacientes con SAHS se inició tratamiento con CPAP en 24 de 

ellos y se realizó una nueva determinación de FENO y de CANO a los 3 meses. Se 
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observó cómo las determinaciones de FENO y de CANO mejoraron después de los 

3 meses de tratamiento con CPAP, restableciéndose los valores a los márgenes 

de referencia, (FENO: 31.5 ±18 a 20 ± 10 ppb; CANO: 1.8 ± 0.8 a 4.2 ±1.6 ppb).288 

 

El cambio de CANO medio después del tratamiento con CPAP fue de 2.9 ± 

1 ppb y se observó una correlación débil pero significativa entre el cambio de 

CANO después del tratamiento con CPAP y el IAH en el momento del diagnóstico 

de SAHS. Estos hallazgos sugieren que los pacientes con un mayor aumento de 

los niveles de CANO fueron aquellos que presentaban un SAHS más grave y que 

respondieron mejor al tratamiento con CPAP. 

 

La presencia de correlación entre los valores de CANO y la determinación 

de derivados de NO en sangre circulante (nitritos; nitratos), hubiese apoyado la 

hipótesis de la disfunción endotelial y mejoría de la misma tras el tratamiento con 

CPAP, siendo una limitación de nuestro trabajo. 

 

Los pacientes del grupo de control presentaron un IMC inferior al grupo de 

pacientes con SAHS. Es conocido que la obesidad por si misma favorece 

inflamación y estrés oxidativo que predispone síndrome metabólico y SAHS.279 

Sin embargo hay resultados contradictorios en la literatura acerca de la asociación 

entre FENO y obesidad. En nuestro estudio no hubo asociación entre las 

determinaciones de FENO y CANO y el IMC de los pacientes ni de los individuos 

sanos, resultados consistentes con la literatura.257,258 Además la asociación entre 

la determinación de FENO y de CANO y la gravedad del SAHS (IAH) se mantuvo 

independiente a variables como la edad, el sexo, el peso o el IMC en el análisis 

de regresión múltiple. 

 

Por otro lado, el hallazgo más importante de nuestro estudio, el 

restablecimiento de los valores de FENO y CANO después de 3 meses de 

tratamiento con CPAP, mediante el análisis de las diferencias intrasujetos antes y 

después del tratamiento con CPAP, le confiere fuerza a los resultados. 

 

Estos resultados hacen de la determinación no invasiva de FENO y CANO 

posibles marcadores de gravedad del SAHS e indicadores precoces de disfunción 
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endotelial, pudiendo ser parámetros útiles en la toma de decisiones terapéuticas 

de pacientes con SAHS, conjuntamente con el IAH y la clínica. 

 

Los resultados sugieren que los pacientes con SAHS grave presentan una 

mayor inflamación de la VAS y mayor disfunción endotelial reflejado por valores 

de FENO superiores y de CANO inferiores, respectivamente, respecto a los 

individuos sanos. A su vez, el tratamiento con CPAP durante 3 meses restablece 

los valores de FENO y de CANO a niveles fisiológicos. La decisión terapéutica en el 

SAHS siempre debe tomarse en base a los parámetros de gravedad, la clínica del 

paciente, así como la presencia de comorbilidad cardiovascular. La utilidad de 

estos biomarcadores mediante técnicas no invasivas, puede ser una herramienta 

más que contribuya a la toma de decisiones terapéuticas y a la predicción de 

respuesta al tratamiento con CPAP en pacientes con SAHS. 
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1. El equipo portátil NIOX-MINO® permite la determinación de FENO de forma 

sencilla, rápida y fiable. Sus valores de referencia son superiores a los que 

presenta el equipo de quimioluminiscencia y se equiparan mediante un 

factor de corrección lineal. Las ventajas del equipo portátil permiten su uso 

en el manejo y control de pacientes con asma en un ambiente 

extrahospitalario. 

 

2. La técnica de determinación de NO en aire espirado a diferentes flujos 

permite poner en práctica el modelo bicompartimental del NO para la 

cuantificación de la concentración alveolar de NO (CANO), biomarcador del 

estado inflamatorio de la vía aérea distal y del estado endotelial pulmonar. 

 
3. La determinación de FENO presenta excelente correlación con la prueba de 

provocación bronquial con metacolina en el diagnóstico de asma. Además 

aporta una mayor capacidad diagnóstica que métodos convencionales 

como la espirometría, la prueba broncodilatadora y el esputo inducido. 

 
4. La combinación de pruebas que miden el estado inflamatorio de la vía 

aérea superior, FENO y esputo inducido, superan la capacidad diagnóstica 

de ambas técnicas valoradas de forma individual. 

 
5. Los pacientes con SAHS presentan valores de FENO superiores que los 

individuos sanos, reflejo del proceso inflamatorio local que presentan. 

 
6. La determinación de CANO en pacientes con SAHS presenta valores 

inferiores que en los individuos sanos, como reflejo de la menor 

biodisponibilidad de NO. 

 
7. Los valores de FENO y de CANO en pacientes con SAHS se relacionan con 

la gravedad de la entidad lo que probablemente refleja un mayor 

componente de inflamación local y de disfunción endotelial en los sujetos 

más graves. 

 
8. El tratamiento con CPAP durante 3 meses restablece los valores de FENO y 

de CANO hasta la normalidad. 
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APÉNDICE 

 

• Otras aportaciones científicas relevantes: 

 

• Manual de Procedimientos SEPAR Nº 11.Pruebas para el estudio de 

inflamación de las vías áereas. Capítulo 3. Medición de Óxido Nítrico en aire 

espirado. Barcelona, 2007. 
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