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Oxido nitrico exhalado, asma y atopia:
analisis en un panel de nifos
en Santiago, Chile

DANIELLA VIDAL'*, KARLA YOHANNESSEN?®,
LAURA PRIETO?*, CARLOS UBILLA!, PABLO A. RUIZ*¢

Association of exhaled nitric oxide
with asthma and atopy among children living
in Santiago, Chile

Background: Chronic airway inflammation is a central process in asthma. Mea-
surement of exhaled nitric oxide (eNO) is a non-invasive biomarker of eosinophilic
airway inflammation. Aim: To measure eNO levels in a population of asthmatic and
non-asthmatic children and to evaluate their relationship with asthma and atopy.
Material and Methods: We studied 143 asthmatic and non-asthmatic children aged
6 to 14 years attended a hospital and primary health service. Participants were tested
for allergies and followed during the winter months of 2010 and 2011. They were
visited regularly at their homes and eNO levels were measured on each visit using
a handheld equipment. Mean eNO distribution were compared by the presence of
asthma or atopy using t-test and regression models. Results: No significant differences
for mean eNO levels were detected, according to presence of asthma or atopy, by any
of the statistical methods used. Regression models showed significant effects for age
but not for sex. Conclusions: There were no differences in eNO levels in the studied
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na de las caracteristicas distintivas del

asma bronquial es la inflamacién crénica

de la via aérea"’. Esta inflamacion es de
dificil evaluacién y no esta incorporada en forma
rutinaria ni en el proceso habitual de diagnéstico,
ni como guia de tratamiento. La inflamacién de
la via aérea se puede medir por varios métodos,
algunos de ellos invasivos, como biopsia de mucosa
bronquial y lavado broncoalveolar. En los tltimos
anos existe un gran desarrollo en la evaluacién no
invasiva de la inflamacién de la via aérea, siendo
la medicién del 6xido nitrico exhalado (ONe) el
método mds estudiado. El valor de la medicién
de ONe reside en su capacidad de medir la infla-
macion de las vias aéreas, en especial el fenotipo
de asma con inflamacién de tipo eosinofilica.

Estudios muestran que los niveles de ONe se
correlacionan con los recuentos de eosinéfilos en
muestras de esputo inducido, lavado broncoalveo-
lar y eosinoéfilos en biopsia bronquial®”.
Actualmente, se ha estandarizado la medicion
de ONe para uso clinico®. Se ha propuesto su uso
como una herramienta de apoyo en el diagnosti-
co del asma, como indicador del control de esta
enfermedad y como predictor a la respuesta a
corticoides inhalados’. Esta herramienta se sus-
tenta primariamente en las potenciales diferencias
existentes entre poblacién asmatica y no asmatica;
ademds, recientemente también se han postulado
diferencias segtin nivel de atopia. Diversos estudios
han evaluado estas diferencias encontrandose, en
general, un aumento en los niveles de ONe en suje-
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tos asmadticos, aunque también se han encontrado
niveles elevados para sujetos atopicos y sobre todo
sujetos asmaticos y atopicos®*°.

En este estudio se busca determinar los niveles
de ONe en una poblacion de nifios en Santiago,
Chile y evaluar su relacién con asma y atopia. Aun-
que estudios de esta naturaleza se han realizado en
paises desarrollados, hay pocos estudios en paises
en desarrollo o con poblacién latina, y ala fecha no
se sabe de estudios publicados al respecto en Chile.

Material y Métodos

Disefio de estudio

Este estudio forma parte de un proyecto mayor
(FONDECYT) cuyo objetivo es evaluar la relaciéon
entre la exposicién a material particulado MP, |
y salud respiratoria en ninos del drea norte de
Santiago. El disefio es un estudio de panel, en el
cual un grupo de nifos asmaticos y no asmaticos
fueron seguidos durante los meses de alta con-
taminacién atmosférica (invierno) de los afos
2010 y 2011, realizando mediciones repetidas de
funcién pulmonar, ONe y sintomas. Para el pre-
sente estudio, analizamos la asociacion entre ONe
y asma, atopia y otras covariables como un disefo
transversal. Para ello, las mediciones de ONe se
colapsaron en una sola observacién para cada
nifo utilizando la media. El tamafio de muestra se
estimé suficiente para ver diferencias significativas
entre los grupos de ninos segiin asma y atopia, y
es similar a otros estudios que han evaluado estas
diferencias anteriormente.

Para cada nino se obtuvo inicialmente un cues-
tionario sobre antecedentes sociodemograficos
y de salud, se realizé un test cutdneo de alergias
y se realizaron mediciones antropométricas. El
cuestionario incluy6 preguntas del cuestionario
ISAAC entre las cuales estaban sibilancias alguna
vez, sibilancias en los tultimos 12 meses, uso de
inhalador preventivo y uso de inhalador de rescate.
Posteriormente, se realizaron visitas periédicas en
su hogar. El protocolo de estudio fue aprobado por
el comité de ética de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Chile.

Sujetos de estudio

Se reclutaron 220 nifios entre 6 y 14 anos
que vivieran y estudiaran en las comunas de
Independencia y Recoleta de Santiago, Chile. Los

744

ninos asmaticos se reclutaron entre aquellos con
diagnostico médico de asma desde dos centros
de salud de la zona norte de Santiago (Hospital
Roberto del Rio y Consultorio Cruz Melo); mien-
tras que los niflos no asmaticos se reclutaron en
el consultorio mencionado y se consider6 como
no asmatico a aquellos sin diagnéstico médico de
asma (reportado por la madre y confirmado por
las fichas clinicas del nifio). Los nifios asméticos
fueron reclutados desde algunos meses antes del
estudio, al asistir a sus controles con su médico
broncopulmonar, mientras los nifios no asméticos
fueron reclutados mientras asistian al consulto-
rio. A todos los participantes se les explicé los
objetivos del estudio y se les solicité la firma del
consentimiento informado a los padres (o adulto
responsable del nifo) y del asentimiento a los ni-
nos. Se excluyd a los nifios que reportaban haber
fumado. Para minimizar molestias al nifio y evitar
sesgos por traslados, a cada nifo se le visitd en su
domicilio por un profesional de la salud cada dos
semanas durante los 3 meses de seguimiento (al-
rededor de 6 mediciones por nifo). Para asegurar
la presencia del nifo y cuidadores en el hogar y
minimizar variaciones circadianas, las mediciones
se realizaron entre las 16 y 20 h.

Medicién de éxido nitrico exhalado (ONe) y
atopia

El ONe fue medido utilizando un equipo
portatil Niox Mino, Aerocrine AB, Solna, Suecia,
de acuerdo a las guias de la American Thoracic
Society®. Debido a razones presupuestarias, el afo
2010 solamente se pudo medir ONe en la mitad
de los pacientes. De aquellos pacientes reclutados,
al azar se eligieron la mitad de los asmaticos y la
mitad de los no asmdticos. Para cada sujeto se
realizé s6lo una medicién en cada visita. Para
identificar la presencia de atopia, se realiz6 a todos
los sujetos de estudio un test cutdneo de alergias
segin método estandarizado para los siguientes
aeroalergenos: polvo habitacion, mezcla de der-
matophagoides, mezcla de plumas, mezcla de
caspas de animales, mezcla de hongos, mezcla de
polen de malezas, pastos y drboles. Se considerd
reaccion positiva cuando el didmetro de la pdpula
fue > 3 mm. Como control negativo se usé suero
fisiol6gico y como control positivo la reaccién
histamina. Se definié6 como atépico a aquellos
que presentaron al menos un resultado positivo
en el test cutaneo.
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Andlisis estadistico

La asociacién entre variables categdricas se
analiz6 usando test de y? con ajuste de continui-
dad. Para el andlisis de ONe se usé el promedio de
las mediciones obtenidas durante el estudio para
cada sujeto. La distribuciéon de las variables se
explord usando histogramas y graficos QQ. Como
es esperable’, ONe presenté una asimetria en la
distribucién de los valores por lo que los andlisis
se realizaron usando el logaritmo de las medias
de ONe. Estadisticas sumarias se calcularon para
ONey paralogaritmo de ONe, y las distribuciones
se graficaron usando gréficos de cajas. Para com-
parar las medias entre grupos se realizaron t-tests
y regresiones lineales simples. Para controlar por
potenciales confusores se utilizaron modelos de
regresion lineales que incorporaran sexo y edad.
Para los test de hipdtesis se utilizé un nivel de
significacion de alfa de 0,05. Todos los andlisis
se realizaron usando el software SAS 9.3 (SAS
systems, Cary, NC, EEUU).

Resultados

Poblacion en estudio

Durante los afios 2010 y 2011 se reclutaron
un total de 220 nifios, 114 en 2010 y 106 en 2011
(Figura 1). Previo a las mediciones se retiraron 7
pacientes. De los 111 nifos seguidos el 2010, 49
nifios fueron seleccionados al azar para mediciones
de ONe, mientras que el 2011 todos los nifios fue-
ron evaluados. De este grupo, 143 completaron al
menos 2 mediciones de ONe y el test cutaneo. Este
ultimo grupo de 143 nifios se uso para los andlisis.

Las caracteristicas de esta muestra de nifios
se detallan en la Tabla 1. La media de edad fue
de 9,6 afios. En la muestra hubo similar nimero
de asmdticos y no asmdticos, lo que se esperaba
por disefio, nimero de nifos y nifias y pacientes
atépicos y no atépicos. Una mayor proporcién
de nifios asmadticos present6 sibilancias (91% vs
67%) alguna vez o sibilancias en los dltimos 12
meses (54% vs 22%). De los no asméticos, ninguno
usaba inhalador preventivo ni de rescate, y de los
asmadticos, alrededor de la mitad usaba inhalador
preventivo y casi todos usaban de rescate. Setenta
por ciento de los at6picos presentaron entre 1y 3
reacciones positivas en el test cutdneo. Hubo una
diferencia significativa en media de edad segtin
asma (9,9 afios asmaticos vs. 9,2 aflos para no as-
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maticos), pero no por atopia. No hubo diferencias
significativas segin sexo entre asmaticos y atopi-
cos. Se encontré mayor porcentaje de atépicos en
los asmaticos (p = 0,006), pero no hubo diferencias
en severidad segun atopia. En total se realizaron
838 mediciones de ONe, 405 en asmadticos y 433
en no asmaticos.

Andlisis de ONe

Para cada nifio se calcul6 la media de todas sus
mediciones. Pese que el limite para aceptar un nino
en el andlisis eran 2 mediciones de ONe, 81% de
los nifios conté con 6 o mds. Estadisticas suma-
rias y gréficos de caja para las medias de ONe por
sujeto segun nivel de asma y atopia se muestran
en la Tabla 2 y Figura 2. Debido a la desviacién a
la derecha de las mediciones, la media geométrica
tendid a ser menor que la media aritmética y los
gréficos de caja se presentaron asimétricos con
frecuentes valores extremos positivos. Ninguna de
las comparaciones entre grupos (asméticos vs no
asmaticos, atépicos vs. no atépicos, grupos segin
asma y atopia) fue estadisticamente significativa.

Para evaluar el efecto de asma, atopia y la
interaccién entre ambos, controlando por poten-
ciales confusores (sexo y edad), se implementaron

2010 2011
Reclutados Reclutados
114 ninos 106 nifos
3 retirados [« » 4 retirados

A 4
Mediciones de ONe

49 nifos
(al azar)

v
Total

151 ninos

}

Grupos Estudio:
Test cutaneo aplicado
Mediciones ONe > = 2
143 ninos

Mediciones de ONe
102 nifos
(todos)

Figura 1. Diagrama de flujo de sujetos.
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modelos de regresién para el logaritmo de las
medias de ONe (resultados en Tabla 3). En todos
los modelos, la edad tuvo un efecto significativo
(alrededor de 3% de aumento en ONe por cada
ano de incremento en edad), mientras el sexo no
fue significativo. Asma (modelo 1), atopia (modelo
2) y la interaccién entre ambos (modelo 3) no

mostraron un efecto significativo.

Como analisis de sensibilidad se construyeron
varios modelos para determinar el efecto de distin-
tas definiciones de asma y atopia, fiebre y efectos
circadianos. Como andlisis de sensibilidad para la
definicién de asma se usé la respuesta a la pregunta
sobre sibilancias en los tltimos 12 meses en vez de

Tabla 1. Caracteristicas de los participantes en el estudio

Caracteristicas Todos No asmaticos Asmaticos
(n = 143) (n =73) (n = 70)

Observaciones (n) 838 433 405
Edad, afos (media = DE) 9,6 2.2 9,2 +23 9,9 + 2,1
Sexo, M/F (%M) 71/72 (50%) 33/40 (47%) 37/32 (53%)
Atopia, (%) 72 (50%) 28 (39%) 44 (61%)"
Numero de reacciones (%)

0 71 (50%) 45 (62%) 26 (37%)"

1-3 50 (35%) 20 (28%) 30 (46%)*

>3 22 (15%) 8 (11%) 14 (20%)*
Peso (kg) 41,0 = 13,6 38,0 = 12,7 44,0 = 13,9*
Talla (cm) 138,4 = 13,7 135,7 £ 13,9 141,3 = 13,0*
Circunferencia abdominal (cm) 74,8 = 12,1 73,1 =12,8 76,5 + 11,5
BMI (Kg/m?) 20,8 £3,9 20,1 = 3,8 21,5+ 4,0
Sibilancias alguna vez (%) 113 (79%) 49 (67%) 64 (91%)"
Sibilancias 12 meses (%) 54 (38%) 16 (22%) 38 (54%)"
Inhalador de rescate 67 (47%) 0 (0%) 67 (96%)"
Inhalador preventivo 40 (28%) 0 (0%) 40 (57%)"

Valor p < 0,05 para test y? asmaticos vs no asmaticos. *Valor p < 0,05 para test t asmaticos vs no asmaticos.

Tabla 2. Distribucion de ONe, por nivel de asma y atopia

Tipo n Media + DE  Min. Max. Media Geom. Limites 95% Valor p*
Asma
Si 70 17,5+ 11,5 6,7 67,8 14,3 5,3-39,0 0,197
No 73 14,7 £ 6,2 6,3 37,8 12,9 6,1-27,7
Atopia
Si 73 17,6 = 11,7 6,7 67,8 14,2 4,9 - 41 0,25f
No 70 14,5 = 5,3 6,3 37,8 13,0 6,7 - 25,2
Asma y atopia
Asma-atopia 45 19,5+ 13,6 6,7 67,8 15,3 4,9-48,0 0,18*
Asma-no atopia 25 14,0 = 4,8 8,3 27,7 12,7 6,7-23,9
No asma-no atopia 28 14,6 = 7,1 6,7 33,8 12,5 5,2 -30,2
No asma-atopia 45 14,8 = 5,6 0,3 37.8 13,2 6,7 - 26,1

En negrita, comparaciones significativas alfa 0,05. *Tests para log (ONe). ft-test. *F-test.
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Figura 2. Distribucién de medias por individuo de ONe por categorias de asma y atopia. a) segun asma; b) segin atopia y

c) seglin asma y atopia.

Tabla 3. Modelos de regresion para log de las medias de ONe

Modelo

Modelo 1: Asma
Intercepto
Sexo (Masculino)
Edad (1 ano)
Asma (Asmaético)

Modelo 2: Atopia
Intercepto
Sexo (Masculino)
Edad (1 afo)
Atopia (Atépico)

Modelo 3: Asma y atopia
Intercepto
Sexo (Masculino)
Edad (1 ano)
Asma* Atopia
- Asma-atopia
- Asma-no atopia
- No asma-no atopia
- No asma-no atopia

Estimador Error estandar Exp (est) Limites 95% Valor p*
1,961 0,192 7.1 4,9-10,4 < 0,001
0,048 0,073 1,049 0,91-1,211 0,51
0,063 0,017 1,065 1,032 -1,1 < 0,001
0,057 0,074 1,059 0,916-1,223 0,44
1,898 0,186 6,7 4,6-9,6 < 0,001
0,038 0,073 1,039 0,901 - 1,197 0,60
0,065 0,016 1,067 1,034 -1,102 < 0,001
0,068 0,072 1,071 0,929 - 1,234 0,35
1,926 0,187 6,9 4,8-9,9 < 0,001
0,058 0,074 1,059 0,917 -1,224 0,44
0,062 0,016 1,064 1,03-1,099 < 0,001

0,317

0,101 0,092 1,106 0,924 -1,324 0,27

-0,076 0,108 0,927 0,751 -1,145 0,48

-0,056 0,105 0,946 0,77 - 1,161 0,60
Ref.

En negrita, comparaciones significativas alfa 0,05.*Tests para log (ONe). ft-test. *F-test.
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la etiqueta diagndstica. El andlisis no mostr6 aso-
ciacién entre esta variable y ONe. Con respecto a
atopia, se realizé un analisis utilizando como varia-
bles predictoras el nimero de reacciones positivas
en el test cutdneo (testeado tanto como variable
continua como variables categdricas agrupadas en
0 reacciones, 1 a 3 reacciones y mds de 3 reaccio-
nes). Ninguna de estas variables fue significativa.
Para ver el impacto de fiebre y ciclos circadianos se
construyeron modelos de mediciones individuales
con interceptos azarosos. La variable fiebre/resfrio
durante la medicién presenté un impacto signifi-
cativo en ONe (aumentdndolo); sin embargo, los
efectos de asma y atopia no fueron diferentes a los
modelos informados anteriormente. Con respecto
alos modelos circadianos, se incorporé la variable
hora de medicién a los modelos. Esta variable no
fue significativa y no cambié los resultados para
asmay atopia.

Se ha sugerido en literatura usar un punto de
corte de 25 ppb como para diagnosticar asma. No
se encontrd una asociacion significativa (p = 0,24)
entre los nifos con valor sobre 25 ppb y asma. Si
se encontrd una asociacién significa con atopia
(p = 0,04), y con los nifios asmaticos atopicos
comparados con el resto (p = 0,03).

Discusion

En nuestro estudio evaluamos los niveles de
ONe en un grupo de nifos en Santiago de Chile
segun asma y atopia. No encontramos diferencias
estadisticamente significativas segin nivel de
asma o atopia. Estos resultados fueron robustos
a cambio de definicién de asma por presencia de
sibilancias en los ultimos 12 meses, definicién de
atopia, ciclos circadianos y sintomas de infeccién
respiratoria durante las mediciones.

Varios autores han determinado el impacto de
asmay atopia en los niveles de ONe®*"°. Tanto asma
como atopia por separado presentaron en general
aumentos en ONe mayores a 20%, llegando in-
cluso a triplicar los valores en algunas ocasiones.
Ademds, se reportan niveles significativamente
mads altos de ONe para nifios asmdticos y atopicos
en conjunto, con respecto a lo esperado por el
impacto del asma y atopia por separado. Estas dife-
rencias se han visto incluso en poblacién de nifios
bajo tratamiento con corticoides’!!. No son claras
las razones para no haber observado diferencias
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en niveles de ONe segtin asma y atopia en nuestro
estudio. Dado el tamano de muestra se cuenta con
el poder suficiente para ver diferencias del orden
de magnitud de las observadas en la literatura (lo
que se aprecia en lo estrecho de los intervalos de
confianza y errores estdndar de los estimados de
asociaciéon. Probables razones pueden deberse a i)
bajos niveles observados en aquellos individuos en
los que se esperaban valores altos (asmdticos, at6-
picos); y ii) altos niveles observados para aquellos
individuos en los que se esperaban valores bajos
(no asmdticos, no atopicos).

Con respecto ala primera posibilidad, nuestros
pacientes asmaticos fueron reclutados desde una
unidad de referencia especializada, la mayoria
en tratamiento con corticoides inhalados pro-
bablemente en dosis suficiente para el control de
la enfermedad lo que puede incidir en observar
valores menores a lo esperado para asmaticos. Sin
embargo, otros estudios han observado diferencias
incluso en poblacién tratada con corticoides pero
no se sabe el grado de control de la enfermedad en
esos estudios. En Chile el tratamiento del asma estd
garantizado por el Estado, por lo que especulamos
sobre la mejor cobertura al tratamiento compara-
do con otros estudios. Una segunda alternativa que
especulamos puede deberse a que la poblacién de
asmaticos estudiados en si (por factores genéticos,
ambientales tales como nutricidn, otros) presenta
niveles menores de ONe comparado a otras po-
blaciones. Otra posibilidad es que estudios inter-
nacionales han sobreestimado el impacto debido
a problemas de disenio o sesgos de seleccién, por
ejemplo selecciéon de individuos asmadticos con
mal control del asma. La falta de asociacién de
los niveles de ONe con atopia puede explicarse
por las caracteristicas de la poblacién estudiada;
en que los pacientes presentan un alto porcentaje
de atopia comparado con otras poblaciones, pero
que a la vez no estan expuestos alergenos (nifios
atopicos a caspa de gato, pero que no posean el
animal) o estos alérgenos bajo las condiciones
de exposicién o no son capaces de gatillar una
reacciéon de inflamatoria de la via aérea. La falta
de efecto de asma no puede ser explicada por talla
o peso dado que los asmdticos en general tenian
mads peso y talla que los no asméticos, por lo que
controlar por esta variable potencialmente podria
disminuir el efecto de asma.

Con respecto a la segunda alternativa de ex-
plicacién, niveles altos para nifios no asmaticos

Rev Med Chile 2013; 141: 743-750
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y no atépicos, se destaca que en nuestro estudio
los niveles de ONe en poblacién no asmatica y no
atopica son mas elevados que los valores prome-
dios publicados'®. Por ejemplo para un nifio de 6
afios, los niveles esperados segtin Buchvald son 8,2
ppb, mientras lo esperado segiin modelo 3 en Tabla
3 de nuestro estudio es de 10,0 ppb. Esto podria
explicarse porque nuestro estudio se realiz6 en los
meses frios del ano, coincidiendo con niveles ele-
vados de contaminacién, alta circulacién de virus
respiratorios y condiciones de baja ventilacién en
hogares favoreciendo la acumulacién de conta-
minantes intradomiciliarios. Se estan preparando
trabajos analizando el impacto de estas variables
en salud respiratoria de esta cohorte incluyendo el
efecto en ONe. Una segunda alternativa es que la
poblacién estudiada en si tenga valores mas altos
comparados con otras poblaciones.

Reconocemos como posible debilidad del
estudio errores en la clasificacion de los pacientes
que podria explicar estos resultados negativos. Con
respecto a clasificaciéon como asmadtico, los casos
se obtuvieron a través de fichas que incluye diag-
noéstico de asma por un médico broncopulmonar,
por lo que es poco probable esta desclasificacion.
Sin embargo, los controles pueden ser asmadticos
no diagnosticados, que incluso pueden estar en
tratamiento sin haber sido declarados como tales
o sin el conocimiento de los familiares.

Las fortalezas de este estudio radican en que las
mediciones se realizaron en un ambiente real, en
el hogar del paciente, con mediciones seriadas y
por personal adecuadamente entrenado. No se se-
leccionaron pacientes asmédticos o controles segin
gravedad de la enfermedad o eventos puntuales,
ni las mediciones fueron hechas en funcién del
estado del paciente.

En conclusién en nuestro estudio no encon-
tramos diferencias significativas en los niveles de
ONe seguin niveles de asma y atopia.
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