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sumario

Revision
Determinacion de las concentraciones de

oxido nitrico exhalado en el asma.
Aspectos técnicos y utilidad clinica

n la actualidad se acepta que la inflamacién bronquial es la alteracién

fundamental en el asma' y, por este motivo, durante los dltimos afios se

han realizado importantes esfuerzos para identificar marcadores de in-
flamacién bronquial mediante métodos no invasivos. En este sentido, la deter-
minacién de estos marcadores en aire exhalado o en el condensado del aire ex-
halado resulta extremadamente atractiva.

El aire exhalado contiene mediadores voldtiles como el 6xido nitrico
(NO), monoéxido de carbono (CO), etano y pentano®® y sustancias no voldtiles
como el peréxido de hidrégeno’. Sin duda, la determinacién de NO exhalado
(ENO) ha recibido mayor atencién que cualquiera de los otros mediadores enu-
merados, de manera que durante los tdltimos 7 afios se han publicado cientos de
investigaciones sobre este mediador en el asma. En esta revision se exponen
someramente los aspectos técnicos de la determinacion de NO exhalado y se
analizan las evidencias acerca de su utilidad en el asma.

PRODUCCION DE OXIDO NiTRICO EN LAS ViAS AEREAS

El NO endégeno se produce a partir de la L-arginina, mediante la enzima
sintetasa del 6xido nitrico (NOS) (fig. 1). Existen al menos tres isoformas de
esta enzima, dos de las cuales se expresan constitutivamente e incluyen la NOS
neuronal (NOS1 o nNOS), expresada predominantemente en las neuronas y la
NOS endotelial (NOS3 o eNOS), que se expresa sobre todo en las células endo-
teliales. La tercera isoforma es la inducible (NOS2 o iNOS), que tiene una acti-
vidad mucho mayor que las anteriores y puede inducirse por citocinas inflama-
torias, endotoxinas e infecciones viricas y cuya expresion se incrementa en las
enfermedades inflamatorias®'®. No obstante, recientemente se ha demostrado
que, en individuos con asma, tanto la inhalacién de L-arginina como de D-argi-
nina se asociaba con aumentos significativos de las concentraciones de NO ex-
halado. Puesto que la D-arginina no es un substrato para la NOS, estos resulta-
dos sugieren que el incremento de las concentraciones de NO exhalado en
determinadas enfermedades respiratorias pudiera deberse, al menos en parte, a
su generacion a través de una via no enzimdtica'’.

No se han identificado con precision las células del aparato respiratorio
que producen NO, aunque parece probable que, en gran medida, este mediador
proceda de las cé€lulas del epitelio bronquial. Existen evidencias de que los pa-
cientes asmdticos muestran un incremento de la expresion de NOS2 en las célu-
las epiteliales bronquiales®”. Ademds, las infecciones viricas se asocian con au-
mentos transitorios de las concentraciones de ENO y se ha demostrado que la
infeccién por rinovirus o por virus respiratorio sincitial induce la expresion de



Oxido nitrico exhalado y asma

NO sintetasa

l L-citrulina

L-arginina

NO

Aniones —»

>S ¥pH
superoxido

Peroxinitrito Nitrito S-nitrosotioles

|

Nitrotiroxina

Fig. 1. Sintesis de dxido nitrico (NO) en las vias aéreas. Para explica-
cion, ver texto.

NOS2 por las células epiteliales de los pacientes con as-
ma, probablemente como consecuencia de un aumento de
la transcripcion a través de determinados factores de trans-
cripcién como el STAT-1 y el factor nuclear kB (NF-
kB)'"**. La NOS2 puede expresarse también en otros tipos
de células como los macréfagos alveolares, eosinéfilos y
otras células inflamatorias', pero la contribucién de cada
célula a las concentraciones de ENO es desconocida.

El NO puede generarse también a través de mecanis-
mos independientes de la NOS. En una importante propor-
cién, el NO se libera a partir de los s-nitrosotioles (fig. 1)
y también a partir de la protonacién del nitrito para formar
nitroso, que libera NO a pH 4cido. Se ha demostrado que
esta via de generaciéon de NO pH-dependiente es impor-
tante durante los episodios agudos de asma, en los que
ocurre un descenso del pH en las vias aéreas™.

La produccién de NO en las vias aéreas y los efectos
de los diferentes factores que pueden influir sobre su de-
terminacion en el aire exhalado puede explicarse utilizan-
do un modelo bicompartimental®. El primer compartimen-
to es el alveolar y el segundo el bronquial (fig. 2).
Durante la espiracion, el aire del alveolo es transportado a
través de las vias aéreas y enriquecido por el NO que di-
funde desde la pared de las mismas. De acuerdo con la ley
de Fick, la liberacién de NO hacia la luz bronquial es pro-
porcional a la diferencia de concentraciones entre la pared
bronquial y la luz. Por tanto, en cada punto de la luz bron-
quial existen dos factores que determinan la concentracién
de NO en el aire en transito. El primero es el flujo de aire

Alveolo Bronquio
D
NO Y.
Calv T Ce
Cw

Fig. 2. Modelo bicompartimental para el anélisis de éxido nitrico (NO)
exhalado. Calv = concentracion alveolar de dxido nitrico; V' = flujo;
C, = concentracion de o6xido nitrico en la pared de las vias aéreas;
Cg = concentracién de 6xido nitrico en aire exhalado; Dyg = capaci-
dad de difusién de dxido nitrico. Tomado de Jorres RA?.

desde la parte distal de la luz bronquial hasta el punto en
cuestion. El segundo factor es la capacidad de difusion del
NO desde la pared bronquial hacia la luz. De acuerdo con
esto, la concentracién al final del tubo bronquial, es decir,
el nivel de ENO, es el resultado acumulativo del transpor-
te longitudinal mas la difusién lateral de NO a lo largo del
tubo bronquial completo. El valor inicial para este proceso
viene determinado por la concentraciéon de NO en el aire
alveolar (fig. 2).

La difusiéon de NO hacia la luz bronquial viene deter-
minada por la concentracién de NO en la pared bronquial
(Cw). Esta concentracion es el resultado de un equilibrio
entre su produccion y su eliminacién, que incluye la pérdi-
da por difusién hacia la luz bronquial. Ademds, el flujo es-
piratorio es un factor que tiene una influencia decisiva so-
bre la concentracion de NO en el aire exhalado (al final del
tubo). A flujos altos, el tiempo para que el NO difunda ha-
cia la columna de aire disminuye. Finalmente, la capacidad
de difusién de NO (DNO) debe disminuir cuando la pared
bronquial esté engrosada y debe aumentar cuando la super-
ficie de difusién se incremente. Parece razonable esperar
que la superficie de difusién disminuya durante la bron-
coconstriccion, lo que estaria en concordancia con las re-
ducciones de la concentraciéon de NO exhalado que se han
observado tras la broncoconstriccién con histamina o con
agonistas indirectos**. Por otra parte, la superficie del drea
implicada en la produccién de NO pudiera estar incremen-
tada en los pacientes con asma, comparado con los indivi-
duos sanos, como consecuencia de que el proceso inflama-
torio (generador de NO) se extiende hasta las vias aéreas
mds pequefias. En gran parte, este modelo es tedrico, pero
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Fig. 3. Curvas de 6xido nitrico (NO) exhalado obtenidas en un mismo
paciente: a) mediante un sistema convencional que utiliza un flujo
elevado (250 ml/seg), y b) mediante un método de deteccién que uti-
liza flujos bajos (45 ml/seg). Puede observarse que, con flujos altos,
se detecta un pico inicial de NO, que se sigue de plateau, mientras
que el pico inicial desaparece cuando la determinacion se realiza a
flujos bajos y sin pausa al final de la inspiracion. Ademas, las con-
centraciones de 6xido nitrico exhalado son més altas cuando se obtie-
nen a flujos bajos.

permite comprender muchos de los hallazgos experimenta-
les que se indicardn posteriormente.

I\,/IIéTODOIS PARA LA DETERMINACION DE
OXIDO NITRICO EXHALADO

Para la determinaciéon de NO exhalado puede utili-
zarse el método de registro on-line (la concentracién de
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NO se determina en el aire exhalado directamente al traza-
dor) o el método off-line (el aire exhalado se almacena en
balones apropiados y la determinaciéon de NO en la mues-
tra se realiza con posterioridad). Los fundamentos tedri-
cos, las caracteristicas técnicas de los equipos y la meto-
dologia de cada una de las técnicas puede encontrarse en
la normativa de la European Respiratory Society* y de la
American Thoracic Society”. La diferencia mds importante
entre ambas normativas se concreta en que la European
Respiratory Society recomienda utilizar una tasa de flujo
espiratorio de 10 a 15 L/minuto (es decir, 167 a 250
ml/segundo), mientras que la American Thoracic Society
recomienda utilizar un flujo de 45 a 50 ml/segundo. Esta
diferencia es importante, pues, como se ha indicado ante-
riormente, las concentraciones de ENO presentan una
fuerte dependencia de la tasa de flujo a la que se realiza la
determinacién®*’. En consecuencia, los estudios que han
utilizado flujos elevados detectan concentraciones de ENO
mads bajas que aquellos que han empleado flujos bajos.

La tasa de flujo utilizada para la determinacién de
ENO ha sido muy variable entre los diferentes estudios,
dependiendo de las caracteristicas del equipo utilizado en
cada centro, lo que dificulta la comparacion de las concen-
traciones de NO encontradas por diferentes autores. Parece
evidente la necesidad de utilizar flujos bajos para determi-
nar la concentracién de ENO mediante la técnica on-line,
pues de esta manera se consigue mayor capacidad discri-
minativa”.

Un segundo aspecto técnico importante es la necesi-
dad de evitar que el aire procedente de las vias aéreas ba-
jas se contamine por aire de vias aéreas superiores. Las
concentraciones de NO en el aire exhalado nasal son mu-
cho mds altas que las encontradas en el aire exhalado
oral”*. Por tanto, es importante evitar que el aire proce-
dente de cada uno de estos compartimentos se mezcle y
esto se consigue exhalando frente a una resistencia en la
boca. De esta manera se consigue una presion en la boca
entre 5 y 20 cm de H:O, que condiciona una elevacion del
velo del paladar, con lo que se cierra la comunicacién con
la nasofaringe. De esta manera se consigue eliminar la
contaminacion del aire exhalado con NO nasal*, de forma
que las concentraciones detectadas reflejan con bastante
exactitud las concentraciones de NO en el aire que proce-
de de las vias aéreas inferiores®*. No obstante, las con-
centraciones de NO determinadas directamente en la luz
bronquial (mediante fibrobroncoscopia) de los pacientes
con asma son ligeramente mayores que las encontradas en
aire exhalado*.



Los estudios que han determinado la influencia
del NO ambiental sobre las concentraciones de ENO
han aportado resultados contradictorios. Algunos auto-
res han comunicado que el NO ambiental no tiene in-
fluencia alguna sobre las concentraciones de NO exha-
lado, tanto en individuos sanos* como en pacientes con
asma®?’ o con enfermedad pulmonar obstructiva créni-
ca (EPOC)”. Por el contrario, otros estudios han en-
contrado que el NO ambiental tiene una importante in-
fluencia sobre la concentracién de ENO, tanto en
individuos sanos*?*, como en nifios con asma** o con
fibrosis quistica*. A pesar de estos datos contradicto-
rios, parece conveniente que los equipos utilizados pa-
ra la determinaciéon de ENO incorporen un sistema pa-
ra reducir a cero (o a menos de 5 ppb) las
concentraciones de NO en el aire inhalado por el pa-
ciente y esta actitud ha sido recomendada por la Ame-
rican Thoracic Society®.

Aunque, en los primeros estudios publicados, las
concentraciones de ENO se expresaban mediante el pi-
co de NO7#* las guias actuales** recomiendan medir
la concentracién de NO media en la meseta (plateau)
de la curva (fig. 3). De hecho, los trazadores de
quimioluminiscencia para la determinaciéon de ENO co-
mercializados durante los dltimos afios incorporan un
software para medir la concentracién Unicamente duran-
te la meseta y, con estos trazadores, no suele observarse
el pico inicial que se describia con los sistemas conven-
cionales, a no ser que se realice una larga pausa de ap-
nea tras la inspiracién.

La técnica de registro on-line se encuentra mejor
estandarizada que la de registro off-line, aunque esta ul-
tima puede aportar algunas ventajas. Por ejemplo, la
técnica off-line parece mas versatil, pues permite obte-
ner muestras de aire exhalado que pueden almacenarse
para ser analizadas posteriormente, lo que evita la nece-
sidad de trasladar el trazador. Ademas, se ha comunica-
do que algunos nifios pueden tener dificultades para
mantener una tasa de flujo espiratorio uniforme y esto
puede dificultar decisivamente la determinacién on-li-
ne*. Este problema puede resolverse mediante el regis-
tro off-line, sobre todo si se incorporan determinadas
modificaciones técnicas recientes* >, que obvian la
necesidad de colaboracion por parte del nifio. No obs-
tante, conviene tener en cuenta que las concentraciones
de ENO obtenidas por cada una de estas técnicas son
diferentes y que, en consecuencia, los resultados no son
intercambiables® .

Oxido nitrico exhalado y asma

Tabla 1. Factores que modifican las concentraciones de éxido
nitrico exhalado en individuos sanos

Incremento (ref) Reduccion (ref)

L-arginina (58,59)
Enalapril (60)

Maniobras espirométricas (66,67)

Ejercicio fisico (68)

Lechuga o espinacas (61,62) Ciclo menstrual (69)

Formaldehido (63) Reduccion de temperatura (70)

Infecciones respiratorias (44,64) Habito tabaquico (37,71)

NO: ambiental (65) Exposicién pasiva al humo de
tabaco (72)

Ingesta de alcohol (73)

FACTORES QUE MODIFICAN LAS
CONCENTRACIONES DE OXIDO NITRICO
EXHALADO EN INDIVIDUOS SANOS

Las concentraciones de ENO son independientes de
la edad y sexo” y muestran una buena repetibilidad con
cualquiera de las dos técnicas recomendadas para su deter-
minacién****’. Independientemente de los factores técnicos
sefialados previamente, muchos otros pueden modificar las
concentraciones de ENO (tabla I) y es importante tenerlos
en cuenta a la hora de interpretar los resultados.

La influencia de determinados factores no se ha acla-
rado definitivamente. Por ejemplo, algunos autores han
encontrado que las concentraciones ambientales de ozono
incrementaban los niveles de ENO™, mientras que otros no
han conseguido confirmar esta observacion”.

ENFERMEDADES QUE CURSAN CON
MODIFICACIONES DE LAS )
CONCENTRACIONES DE OXIDO NITRICO EN
AIRE EXHALADO

Hace aproximadamente 9 afios, Alving et al’® comu-
nicaron que las concentraciones de ENO estaban incre-
mentadas en los pacientes asmadticos, cuando se compara-
ban con las encontradas en los individuos sanos. Estos
resultados se confirmaron posteriormente por Kharitonov
et al” y, desde entonces, han sido muchos los estudios que
han coincidido en esta observacion. Sin embargo, las con-
centraciones de ENO pueden estar alteradas en otros mu-
chos procesos respiratorios (tabla II).

Han sido muchos los estudios que han determinado
las concentraciones de ENO en los pacientes con EPOC.
Sin embargo, al contrario de lo que ha ocurrido en el as-
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Tabla Il. Enfermedades respiratorias que cursan con
alteraciones de las concentraciones de oxido nitrico exhalado

Incremento (ref) Reduccion (ref)

Asma (76,77)

Rinitis alérgica (78,79)

Infecciones respiratorias
viricas (44,64)

Bronquiectasias (80)

Tos crénica + HRB (81)

Bronquiolitis obliterante (82)

Esclerosis sistémica sin
enfermedad pulmonar
intersticial (85)

Fibrosis pulmonar idiopatica (88)

Tuberculosis pulmonar (90)

Céancer pulmonar (91)

Tos crénica sin HRB (81)

Fibrosis quistica (83,84)

Esclerosis sistémica con
hipertension pulmonar (86)

Discinesia ciliar primaria (87)

Hipertension pulmonar primaria (89)

Distrés respiratorio del adulto (92)

HRB: hiperrespuesta bronquial.

ma, los resultados de los mismos han sido discordantes y,
en ocasiones, contradictorios. Algunos autores han comu-
nicado que las concentraciones de ENO eran mas elevadas
en los pacientes con EPOC que en los controles sanos”™?,
mientras que otros no han conseguido confirmar estas ob-
servaciones™”” e incluso han encontrado concentraciones
mads bajas en pacientes con EPOC que en sujetos sanos'”.
Parece probable que esta discordancia pueda deberse a di-
ferencias en las caracteristicas de las poblaciones estudia-
das. Recientemente se ha demostrado que las concentra-
ciones de ENO estaban incrementadas en aquellos
pacientes con EPOC que presentaban cierto grado de re-
versibilidad de la obstruccion'', por lo que parece proba-
ble que los incrementos de las concentraciones de ENO
estén identificando a una poblacion de pacientes con
EPOC que presentan caracteristicas similares al asma y
que probablemente responderdn favorablemente al trata-
miento con corticoides'”'. No obstante, estas impresiones
deben confirmarse experimentalmente. Algunos datos ini-
ciales parecen indicar que las concentraciones de ENO au-
mentan durante las exacerbaciones de la EPOC'”.

OXIDO NiTRICO EXHALADO Y ASMA
BRONQUIAL

El estudio de las concentraciones de ENO en el as-
ma ha recibido gran atencién por parte de muchos investi-
gadores durante los dltimos 7 afios. Sin duda, esto ha ve-
nido condicionado por la alta prevalencia de esta
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enfermedad y por la escasa sensibilidad de los pardmetros
de funcién pulmonar para identificar las modificaciones
del proceso inflamatorio bronquial'®. Se ha hipotetizado
que el ENO es un marcador de inflamacién bronquial'™ y
su nula agresividad lo ha convertido en muy atractivo para
uso clinico. Sin embargo, antes de recomendar su utiliza-
cién en clinica, conviene revisar la amplia experiencia
acumulada durante los tltimos afios.

Factores que modifican las concentraciones de 6xido
nitrico exhalado en los pacientes asmaticos

Practicamente cada uno de los factores que afectan a
las concentraciones de ENO en los individuos sanos (tabla
I) son capaces de modificar, en la misma direccion, sus
concentraciones en asmdticos. Algunos otros factores pue-
den modificar las concentraciones de ENO en el asma.

Alergenos inhalados. La exposicion a los alergenos
ejerce una importante influencia sobre las concentraciones
de ENO. En 1995, Kharitonov et al* demostraron que, en
los pacientes con asma alérgica, las concentraciones de
ENO aumentaban significativamente coincidiendo con la
respuesta tardia funcional a la provocacién bronquial con
el alergeno. Estudios posteriores han confirmado estas ob-
servaciones™'*' y_en el caso de algunos antigenos ocu-
pacionales, se ha encontrado que la concentracién de ENO
aumentaba tras la prueba de provocacioén bronquial con el
alergeno, incluso en pacientes que no sufrian deterioro
funcional alguno'”’. Otros estudios han encontrado que, en
los pacientes con asma alérgica, la exposicién natural a los
alergenos se asociaba con incrementos significativos de
las concentraciones de ENO™"!",

En los asmaticos sensibilizados, la inhalacion del
alergeno apropiado induce broncoconstricciéon e inflama-
cién bronquial'®. Parece improbable que el efecto de los
alergenos sobre las concentraciones de ENO sea conse-
cuencia de los incrementos en el tono del misculo liso
bronquial, pues la obstruccién inducida por otros bron-
coconstrictores directos e indirectos se asocia con reduc-
ciones significativas de ENO**'*, En consecuencia, pare-
ce tentador aceptar que el efecto de los alergenos sobre las
concentraciones de ENO ocurre como consecuencia de sus
efectos proinflamatorios y que, por tanto, las modificacio-
nes del ENO pudieran reflejar la intensidad de la inflama-
cién inducida por la exposicidn alergénica. Sin embargo,
no se ha encontrado una relacién entre los cambios en los
marcadores de inflamacién, inducidos por la provocacién
bronquial con el alergeno, y las modificaciones de las con-
centraciones de ENO originadas por la misma'”.



Los incrementos de las concentraciones de ENO tras
la exposicion alergénica pueden originarse por mecanis-
mos al menos parcialmente independientes de los que in-
ducen la inflamacién bronquial. Recientemente se ha co-
municado que, tras una prueba de esfuerzo, las
concentraciones de ENO disminuyen en los asmdticos que
sufren broncoconstriccién, mientras que aumentan signifi-
cativamente en aquellos que no experimentan obstruccién
tras el ejercicio'”. Estos datos sugieren que la liberacién
de NO puede representar un mecanismo protector frente a
la obstruccién inducida por el ejercicio. Por tanto, es posi-
ble aventurar la hipétesis de que los incrementos de ENO
tras la exposicion alergénica pueden obedecer a un meca-
nismo protector frente a la obstruccion inducida por agen-
tes que inducen obstrucciéon por mecanismo indirecto.
Aunque esta explicacidén parece atractiva, algunos datos
preliminares no parecen confirmarla. Se ha demostrado
que la inhibicién de la sintesis endégena de NO no produ-
cia modificaciones de la respuesta funcional tardia a la
provocacion bronquial con el alergeno'.

Otra posible explicacién para los incrementos de
ENO durante la exposicion a los alergenos pudiera ser la
de que este mediador esté indicando la presencia de aler-
gia y no su expresién fenotipica. Aunque esta hipdtesis
necesita confirmarse definitivamente, son muchos los da-
tos experimentales que parecen apoyarla. En primer lugar,
se ha demostrado que los pacientes con asma alérgica pre-
sentaban concentraciones de ENO significativamente mas
altas que los individuos con asma idiopdtica'’. Ademads,
las concentraciones de ENO eran similares en los pacien-
tes con asma idiopética y en los individuos sanos"®. Todos
estos datos, junto con la observacion de una fuerte correla-
cién entre las concentraciones de IgE sérica total y los ni-
veles de ENO'7, en los pacientes con asma, sugieren que
la sensibilizacién a alergenos es mds importante que su
expresion fenotipica para explicar los incrementos de
ENO.

Por otra parte, se ha demostrado que los individuos
con rinitis alérgica que nunca han presentado sintomas de
asma’™”!"*2! nji hiperrespuesta bronquial a estimulos bron-
coconstrictores directos o indirectos'” y que, por tanto, no
expresan ninguna de las manifestaciones fenotipicas del
asma, presentan incrementos de las concentraciones de
ENO, cuando se comparan con los controles sanos. Ade-
mas, esto mismo se ha observado en individuos sanos sen-
sibilizados a algiin inhalante'*'**. Indudablemente, esto
puede ser consecuencia de la presencia de inflamacién
subclinica en las vias aéreas de estos individuos'®, pero
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estos datos sugieren también que la sensibilizacién a aler-
genos inhalados y la exposicién a los mismos'® es sufi-
ciente para que aumenten las concentraciones de ENO.
Esta tdltima afirmacién adquiere mayor verosimilitud si se
tiene en cuenta que los mecanismos genéticos que regulan
la expresion de la sensibilizacién a alergenos inhalados
son importantes también en la expresion de los mecanis-
mos enzimdticos que generan la sintesis de NO en las vias
aéreas'”’.

Farmacos. Algunos de los firmacos utilizados para
el tratamiento del asma pueden modificar las concentra-
ciones de ENO. Tanto los corticoides inhalados**'** como
los orales'* reducen intensamente las concentraciones de
ENO en los pacientes con asma y parece que también en
los pacientes con EPOC, aunque, en esta ultima entidad,
los resultados de los estudios publicados son contradicto-
rios"**'¥*, En los asmaticos, esta reduccion se observa con
dosis muy bajas de corticoides inhalados', pero ha sido
dificil demostrar una relaciéon dosis-respuesta'?'*. Algunos
estudios han encontrado que las concentraciones de ENO
aumentan a los pocos dias de reducir drasticamente las do-
sis de corticoides inhalados®.

Con respecto a los antagonistas del receptor de cis-
teinil-leucotrienos, los resultados de los estudios publica-
dos hasta la actualidad han sido discordantes. En nifios as-
mdticos, Bisgaard et al'"” han encontrado que el
tratamiento con 5 mg al dia de montelukast reducia signi-
ficativamente las concentraciones de ENO, incluso en
aquellos nifos tratados concomitantemente con corticoides
inhalados. Por el contrario, un estudio publicado mds re-

132

cientemente'*?, no ha conseguido demostrar un efecto simi-
lar para zafirlukast. No obstante, en este dltimo estudio'®,
el nimero de pacientes analizados fue demasiado pequefio
(n=8), por lo que no puede descartarse un error tipo II.

Un tnico estudio ha encontrado que, en los pacientes
con asma, el tratamiento con teofilina oral a dosis bajas no
modificaba significativamente las concentraciones de
ENO™®.

Algunos autores han estudiado los efectos del trata-
miento con B-adrenérgicos sobre las concentraciones de
ENO en los pacientes con asma. Garnier et al'* encontra-
ron que la administracién de una dosis Unica de 400 ug de
salbutamol inhalado, tras una prueba de provocacién bron-
quial con metacolina, no modificaba significativamente las
concentraciones de ENO. Otro estudio ha demostrado que
la nebulizacién de una dosis tnica de 5 mg de salbutamol
no modificaba las concentraciones de ENO durante la hora
siguiente a su administracién®’. Ademads, el tratamiento
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con salmeterol durante una semana tampoco inducia modi-
ficaciones de este mediador’. Por el contrario, Silkoff et
al"* han encontrado que, en pacientes asmadticos tratados
con corticoides inhalados, la administracion de una dosis
unica de salbutamol inhalado se asociaba con incrementos
de las concentraciones de ENO, que persistian hasta una
hora después de administrar el farmaco. En consecuencia,
parece que el tratamiento con P-adrenérgicos de accion
prolongada (salmeterol) no modifica las concentraciones
de ENO, pero una dosis dnica de salbutamol puede au-
mentar las concentraciones de este mediador, quizds como
consecuencia directa de la broncodilatacion, con la consi-
guiente facilitacion de la difusién del NO.

Se han publicado algunos datos al respecto de los
efectos de farmacos que pueden utilizarse en el futuro pa-
ra tratar el asma. La inhalacién del receptor para la IL-4
reducia significativamente las concentraciones de ENO''.
Ademas, en niflos con asma leve-moderada, el tratamiento
con el anticuerpo monoclonal anti-IgE (omalizumab) pro-
tegia frente a los incrementos de ENO que se observaban
tras reducir la dosis de corticoides inhalados*. No se ha
estudiado el efecto de la inmunoterapia ni de las cromo-
nas.

Relacién entre las concentraciones de 6xido nitrico
exhalado y las manifestaciones clinicas del asma

Algunos autores han determinado la relacién entre
las concentraciones de ENO y los sintomas de asma (tabla
IIT). En un grupo de 25 nifios con asma, Artlich et al* en-
contraron que las concentraciones de ENO eran significa-
tivamente mads altas en aquellos que habian presentado
sintomas durante las dos semanas previas a la determina-
cién que en los que habfan permanecido asintomdticos du-
rante este periodo de tiempo. Ademads, esto se observaba
tanto en los nifios tratados con corticoides inhalados como
en aquellos que Unicamente utilizaban B-adrenérgicos a
demanda. Previamente, Stirling et al'* habian comunicado
resultados similares en adultos. Estos tultimos autores en-
contraron que, en pacientes con asma de dificil control
(sintomdticos a pesar del tratamiento con dosis =2000 ug
al dia de corticoides inhalados y/o con corticoides orales),
las concentraciones de ENO se correlacionaban con la fre-
cuencia de los episodios de asma y con las necesidades de
[-adrenérgicos de rescate.

Por el contrario, Horvath et al'** encontraron que los
pacientes con asma alérgica que persistian sintomdticos a
pesar del tratamiento con corticoides inhalados, mostraban
concentraciones de ENO similares a las encontradas en los
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Tabla Ill. Relacion entre las concentraciones de 6xido nitrico
exhalado y la intensidad de los sintomas de asma

Autor Técnica Caracteristicas Relacion
Artlich et al*® Off-line  Nifios asmaticos Si
Stirling et al'*® On-line  Asma de dificil control Si
Horvath et al'* On-line  Asma alérgica No
Chan-Yeung et al'*®* On-line ~ Asma ocupacional No
Al-Ali et al*® On-line  Asma alérgica No
Ludviksdottir et al''® Off-line  Asma alérgica e idiopética No
Sippel et al*® On-line  Asma alérgica e idiopatica  Si

individuos sanos. Estos hallazgos sugerian claramente que
los sintomas de asma, en pacientes tratados con corticoi-
des inhalados, podian persistir a pesar de la normalizacion
de las concentraciones de ENO. Otro estudio realizado en
pacientes con asma ocupacional tampoco ha conseguido
demostrar una relacién entre las concentraciones de ENO
y el grado de afeccion respiratoria, evaluado de acuerdo
con los criterios propuestos por la American Thoracic So-
ciety'™.

Resultados similares a los anteriores han sido aporta-
dos por Al-Ali et al'“. En un grupo de 26 pacientes con
asma alérgica, tratados Unicamente con [-adrenérgicos a
demanda, estos autores no encontraron correlacion entre
las concentraciones de ENO y la puntuacién de sintomas o
las necesidades de P-adrenérgicos de rescate. Otros auto-
res tampoco han conseguido detectar una relacién entre las
concentraciones de ENO y la puntuacién de sintomas,
analizando individualizadamente a los pacientes con asma
alérgica y a aquellos con asma idiopatica'*.

A la vista de los resultados de los diferentes estu-
dios analizados, no puede aventurarse una opiniéon defini-
tiva acerca de la relacion entre las concentraciones de
ENO y las manifestaciones clinicas del asma, pues tres
estudios han encontrado una relacién aceptable, mientras
que cuatro no lo han hecho. Las causas de estos resulta-
dos discordantes son seguramente multiples, pero las mas
importantes pueden concretarse en la disparidad de los
criterios de seleccién, las diferencias en la proporciéon de
pacientes tratados con corticoides inhalados y, sobre todo,
las diferencias a la hora de definir la gravedad de las ma-
nifestaciones clinicas. En este sentido, los resultados del
estudio de Sippel et al** pueden resultar ilustrativos. En
un grupo de 100 individuos con asma, estos autores deter-
minaron la relacién entre las concentraciones de ENO y
el grado de control de la enfermedad durante los dias pre-
vios a la determinacion o la gravedad de la enfermedad



(presencia de obstruccidn fija, antecedentes de insuficien-
cia respiratoria, necesidad de asistencia en urgencias). En-
contraron que los pacientes que comunicaban sintomas de
asma durante las dos semanas previas a la determinacién
de ENO tenfan concentraciones mds altas de este media-
dor que los individuos que habian permanecido asintoma-
ticos durante el mismo periodo y estas diferencias se
mantenian tras realizar ajustes para la utilizacién de corti-
coides inhalados. Por el contrario, cuando se compararon
las concentraciones de ENO en los pacientes que habian
presentado sintomas entre uno y seis meses antes de la
determinacion y aquellos que habian permanecido asinto-
maticos durante el mimo periodo, las diferencias no fue-
ron significativas. Ademds, las concentraciones de ENO
no se relacionaban con la gravedad de la enfermedad. En
consecuencia, el estudio demuestra claramente que la de-
terminacién de ENO aporta informacién util acerca del
grado de control reciente del asma, pero no acerca de su
evolucién durante los meses previos o de la gravedad glo-
bal de la enfermedad.

Relacién entre las concentraciones de éxido nitrico
exhalado y los parametros de funcién pulmonar

En la tabla IV se resumen los resultados de los dife-
rentes estudios que han determinado la relacién entre las
concentraciones de ENO y los pardmetros de funcién pul-
monar en el asma. De los 16 estudios que han analizado la
relacién con los pardmetros espirométricos, 11 no consi-
guieron identificarla, mientras que cinco si que la encontra-
ron, aunque, en la mayoria de ellos, ésta fue bastante débil.
Indudablemente, las diferencias en los criterios de selec-
cién, proporcién de pacientes con asma alérgica y metodo-
logia para la determinacién pueden ser responsables, al
menos en parte, de estos resultados discordantes. Sin em-
bargo, cuando se analizan detalladamente las caracteristicas
de las poblaciones estudiadas, parece que el tratamiento
con corticoides inhalados es el factor que ha ejercido una
influencia mds decisiva. La mayoria de los estudios que in-
cluyeron pacientes asmdticos tratados con corticoides inha-
lados no consiguieron demostrar correlacién significati-
v ol081a31ea147 - Por el contrario, esta relacién pudo
demostrarse en algunos®'', pero no en otros estudios""'*
que seleccionaron pacientes tratados con [3-adrenérgicos a
demanda. Ademads, algunos autores han determinado la re-
lacién entre las concentraciones de ENO y los pardmetros
espirométricos, analizando independientemente los resulta-
dos obtenidos en los pacientes tratados con corticoides in-
halados y en aquellos que tnicamente recibian tratamiento
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Tabla IV. Relacién entre las concentraciones de 6xido nitrico
exhalado y los parametros de funcién pulmonar en asmaticos

Autor Técnica Para.rtl etro Correlacion
funcion
Piacentini et al’®*  On-line FEV, r=NS
Artlich et al*** Off-line FEVq, FEF55.95 r = NS
Silvestri et al'*7* On-line  FEVq, FVC,
FEF,5.75 r=NS
Stirling et al'** On-line  FEVq, FEV;/FVC,
PEFv r=NS
Horvath et al'** On-line  FEV; r=NS
Chan-Yeung et al"*#On-line FEV, r=NS
Crater et al'*® On-line FEVq, FEF55.75 FEVy:r=-0,42
FEF,5.75: r = =0,40
Lim et al**! On-line FEVq, PEFv FEV; = NS
PEFv: r = 0,65
Al-Ali et al** On-line FEVq, PEFv FEVy: r = NS
PEFv: r = 0,58
Ludviksdottir et al*® Off-line FEVy, FVC,
sGaw, PEFv r = NS
Lim et al**® On-line FEV,, PEFv r = NS
Silvestri et al'** On-line FEVq, FVC,
FEF,5.75 r=NS
Ichinose et al**! On-line  FEV; r=-0,53
Piacentini et al’***  On-line FEVq, PEFv FEV,: r=-0,35
PEFv: r = NS
Ho et al*? On-line  FEV; r=0,90
Jatakanon et al'**  On-line PEFv r=NS
Berlyne et al™** On-line FEVq, FEV{/FVC FEVy:r=-0,36

FEV,/FVC: r = -0,38

FEV; = volumen espiratorio forzado en el primer segundo; FVC = capacidad vital forzada;
sGaw = conductancia especifica; PEFv = variabilidad circadiana del flujo espiratorio pico;
FEF,5.75 = flujo espiratorio entre el 25y el 75% de la capacidad vital forzada; * nifios;
# asma ocupacional; NS = no significativa.

con B-adrenérgicos a demanda. Berlyne et al** estudiaron
38 asmadticos no tratados con corticoides inhalados y 35
pacientes que recibian tratamiento con estos farmacos. Es-
tos autores encontraron una correlacion significativa entre
las concentraciones de ENO y el volumen espiratorio for-
zado en el primer segundo (FEV,) o el FEV,/capacidad vi-
tal (VC) tnicamente en el grupo no tratado con corticoides
inhalados. En el mismo sentido parecen apuntar los resulta-
dos comunicados por Ichinose et al*'. En un grupo de 18
asmadticos que no habian recibido tratamiento con corticoi-
des inhalados durante al menos los 6 meses previos, estos
autores demostraron una relacion significativa entre las
concentraciones de ENO y el FEV,, pero la misma desapa-
recia al cabo de 8 semanas de tratamiento con corticoides
inhalados. Todos estos datos parecen sugerir que la rela-
cién entre las concentraciones de ENO y los pardmetros
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espirométricos puede identificarse mds facilmente en los
asmdticos no tratados con corticoides inhalados. Sin em-
bargo, los resultados de un estudio reciente no apoyan esta
ultima afirmacién. Piacentini et al"* estudiaron la relacion
entre las concentraciones de ENO y el FEV, en 36 nifios
asmadticos tratados con corticoides inhalados y en 27 trata-
dos tnicamente con B-adrenérgicos a demanda. La correla-
cién entre ambos pardmetros sélo era significativa en el
grupo tratado con corticoides inhalados. No obstante, este
estudio se realizé en nifios con asma por dcaros que perma-
necian en un entorno libre de alergeno y este tultimo factor
pudo haber influido decisivamente en los resultados.
Solamente un estudio ha analizado la relacién entre
las concentraciones de ENO y los pardmetros espirométri-
cos en el curso de un episodio agudo de asma. En esta si-
tuacion, se ha encontrado una correlacién significativa en-
tre las concentraciones de ENO y el FEV, o los FEF,s ;5'*.
Por otra parte, un total de siete estudios han determi-
nado la relacién entre las concentraciones de ENO y la va-
riabilidad circadiana del pico de flujo espiratorio (PEF)
en pacientes con asma (tabla IV). Unicamente dos de
ellos"!*¢ encontraron relacién significativa entre ambos

pardmetros, mientras que en los cinco restantes ésta no fue
evidente]18.143,]49,152,153'

Cualquiera que sea la explicacién para la discordan-
cia entre los diferentes estudios, el analisis de los mismos
sugiere que la relacion entre las concentraciones de ENO
y los pardmetros de funcién pulmonar (espirometria o de-
terminaciones de PEF), si realmente existe, es débil. En
consecuencia, parece que la informacién aportada por am-
bas determinaciones no es equivalente y quizds pueda re-
sultar complementaria.

Relacion entre las concentraciones de 6xido nitrico
exhalado y la hiperrespuesta bronquial

Un total de 16 estudios han analizado la relacion entre
las concentraciones de ENO y la respuesta bronquial a la
estimulacion con broncoconstrictores directos (histamina o
metacolina) en el asma (tabla V). Once de los estudios ana-
lizados seleccionaron pacientes que no estaban realizando
tratamiento con corticoides inhalados!'?!145:146:150.151.153-138
y, en la mitad de ellos (seis estudios) se identificé una co-
rrelacion significativa™" 4615355157 'mjentras que los cinco
restantes no lograron identificarla. Por otra parte, 9 estu-

Tabla V. Relacién entre las concentraciones de 6xido nitrico exhalado y la hiperrespuesta bronquial

Autor Técnica Estimulo Ci Correlacion
De Gouw et al**® On-line Histamina No r=-0,59
Horvath et al** On-line Metacolina Si r=NS
Dupont et al**®) On-line Histamina No r=-0,65

Si r=NS
Chan-Yeung et al***# On-line Metacolina No r=NS

Si r=NS
Lim et al*** On-line Metacolina No r=-0,64
Verleden et al'™’ On-line Histamina No r=-0,45

Si r=NS
Van den Toorn et al**® On-line Metacolina No r=NS

AMP No r=-0,51

Al-Ali et al*® On-line Histamina No r=-0,52
Ludviksdottir et al® Off-line Metacolina Si r=-0,52
Scollo et al**® Off-line Ejercicio Si r=0,61
Silvestri et al*®** On-line Metacolina No r=NS
Ichinose et al*** On-line Metacolina No r=NS
Piacentini et al**** On-line Metacolina Si r=NS
Ho et al® On-line Histamina Si r=NS
Jatakanon et al*** On-line Metacolina No r=-0,64
Berlyne et al*** On-line Metacolina No r=NS

Si r=-0,35
Leuppi et al*®® Off-line Histamina Si r=NS

Manitol Si r=NS

Cl = Corticoides inhalados; AMP = adenosina 5’-monofosfato; * nifios; # asma ocupacional; NS = no significativa.
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dios han analizado la relacion entre las concentraciones de
ENO vy la respuesta bronquial a agonistas broncoconstricto-
res directos en asmdticos tratados con corticoides inhalados
y, en la mayoria de ellos (siete estudios), no se encontrd
correlacign®»!#145:152.156.157.160 = A '[q vista de estos resultados,
puede concluirse que la relacidn entre las concentraciones
de ENO y el grado de hiperrespuesta bronquial a los ago-
nistas broncoconstrictores directos puede detectarse en los
pacientes asmaticos no tratados con corticoides inhalados,
pero la misma desaparece en los que reciben tratamiento
con estos farmacos. Ademds, parece que los corticoides in-
halados no modifican paralelamente las concentraciones de
ENO y la respuesta a agonistas directos, pues algunos estu-
dios no han encontrado una relacién entre los efectos de
los corticoides inhalados sobre la respuesta a histamina'® o
metacolina'®' y las modificaciones inducidas por estos
agentes sobre las concentraciones de ENO, aunque no to-
dos los autores coinciden en esta observaciéon®'.

La relacién entre las concentraciones de ENO y la
respuesta a la estimulacién con agonistas broncoconstric-
tores indirectos ha recibido menos atencién. En asmdticos
no tratados con corticoides inhalados, Van den Toron et
al"® encontraron una correlacién significativa entre las
concentraciones de ENO y el grado de hiperrespuesta
bronquial a adenosina 5’-monofosfato (AMP). Ademads, se
ha demostrado una relacién entre los efectos del trata-
miento con corticoides orales o inhalados sobre las con-
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centraciones de ENO y sobre la respuesta a AMP'*®'. Sin
embargo, los estimulos pro-inflamatorios no parecen mo-
dificar paralelamente ambos pardmetros, de forma que, en
pacientes con asma alérgica, no se ha encontrado relacion
entre las modificaciones inducidas por la exposicién anti-
génica sobre las concentraciones de ENO y sobre la res-
puesta a la estimulacién bronquial con AMP'.

Un estudio ha demostrado una correlacion significa-
tiva entre las concentraciones de ENO y la intensidad de
la broncoconstriccién inducida por el ejercicio, en un gru-
po de asmaticos tratados con corticoides inhalados'. Ade-
mds, se ha comunicado que los nifios asmadticos que pre-
sentaban obstruccién inducida por el ejercicio mostraban
concentraciones de ENO mds elevadas que aquellos que
no la sufrian'®.

En conclusion, aunque la relacién entre las concen-
traciones de ENO y el grado de hiperrespuesta bronquial,
en los pacientes con asma, dista mucho de ser perfecta,
parece que la respuesta a los estimulos indirectos, como
AMP y ejercicio, se relaciona mejor con las concentracio-
nes de ENO que la respuesta a los estimulos directos.

Relacién entre las concentraciones de 6xido nitrico
exhalado y los marcadores de inflamacion bronquial
(tabla VI)

Un total de 8 estudios han determinado la relacién
entre el ENO y la proporcién de eosindfilos en muestras

Tabla VI. Relacién entre las concentraciones de éxido nitrico exhalado y los marcadores de inflamacion bronquial en el asma

Autor Técnica Muestra Marcador de inflamaciéon ~ Correlacion
Piacentini et al'%®* On-line Esputo inducido Eosindfilos r=0,44
ECP r=NS
Obata et al*"# On-line Esputo inducido Eosindfilos r=0,56
Silvestri et al'*’* On-line Sangre Eosindfilos r=0,56
Chan-Yeung et al***# On-line Esputo inducido Eosindfilos r=0,42
Crater et al™*® Off-line Sangre Eosindfilos r=0,34
Lim et al** On-line BAL Eosindfilos r=0,64
Lim et al** On-line Biopsia Eosindfilos r=NS
Piacentini et al'*** On-line Suero ECP r=NS
Jatakanon et al'®** On-line Esputo inducido Eosindfilos r=0,48
Berlyne et al*** On-line Esputo inducido Eosindfilos r=0,47
Tsujino et al** On-line Esputo inducido Eosindfilos r=0,77
Leuppi et al**° Off-line Esputo inducido Eosindfilos r=NS
Payne et al'®** On-line Biopsia Eosindfilos r=0,67
Van den Toorn et al'¢® On-line Biopsia Inmunotinciéon MBP r=0,35
Horvath et al*** On-line Esputo inducido Eosindfilos r=0,65

BAL = lavado broncoalveolar; ECP = proteina cationica del eosindfilo; MBP = proteina basica mayor; NS = no significativa; * nifios; # asma

ocupacional.
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de esputo inducido. Siete encontraron correlacion estadis-
ticamente significativa'®®'07108133.144154164 "Epn muestras de
biopsia bronquial, los resultados han sido mds discordan-
tes, pues dos estudios encontraron correlacién
significativa'®'®, mientras que otro no pudo detectarla.
Finalmente, todos los estudios publicados hasta la actuali-
dad han encontrado correlacion entre la eosinofilia en san-
gre™”'* o en el lavado broncoalveolar' y las concentracio-
nes de ENO.

No obstante, en los estudios que identificaron corre-
lacién significativa entre el grado de inflamacién eosinofi-
lica y las concentraciones de ENO, ésta fue bastante débil,
lo que parece indicar que los niveles elevados de ENO tra-
ducen algunos, pero no todos, de los aspectos de la infla-
macién bronquial en el asma. Son necesarios estudios que
determinen la relacién entre las concentraciones de ENO y
marcadores de inflamacién diferentes de los relacionados
con la presencia o activacion de los eosindfilos. Ademds,
puesto que la relacion entre las concentraciones de ENO y
el grado de inflamacién eosinofilica desaparece en los pa-
cientes tratados con corticoides inhalados'®">*!* parece
que la informacién proporcionada por cada pardmetro, pa-
ra determinar la respuesta al tratamiento, no es intercam-
biable. Indudablemente, esto debe determinarse en estu-
dios prospectivos.

Utilidad de la determinacion de 6xido nitrico exhalado
para el control evolutivo del asma

Han sido muchos los estudios que han demostrado
que los pardmetros de funcién pulmonar habitualmente re-
comendados para el control evolutivo del asma no son sufi-
cientemente sensibles ni especificos para determinar la pre-
sencia e intensidad de la inflamacién bronquial''® o sus
modificaciones como consecuencia del tratamiento antiin-
flamatorio”'"". En consecuencia, parecen necesarios marca-
dores no invasivos, que aporten informacion acerca de la
intensidad de la inflamacién bronquial. Durante los tltimos
afios, algunos autores han investigado la utilidad de la de-
terminaciéon de ENO para el control evolutivo del asma.

Horvath et al'* concluyeron que la determinacion de
peréxido de hidrégeno en el condensado del aire exhalado
parecia mds ttil que el NO para evaluar el grado de infla-
macién en los pacientes con asma. Sin embargo, estos au-
tores no aportan datos prospectivos y fundamentan su con-
clusién en el grado de correlacién de cada uno de los
mediadores con los pardmetros de funcién pulmonar.

Parece evidente que muchos pacientes asmaticos
controlados con una dosis moderadamente elevada de cor-
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ticoides inhalados, se mantienen estables tras reducir dras-
ticamente la dosis de estos farmacos. Sin embargo, algu-
nos otros se agudizan tras reducir las dosis del corticoide.
La determinacién de ENO pudiera ayudar a identificar es-
tas dos poblaciones, proporcionando una informacién ex-
tremadamente (til desde un punto de vista clinico y evi-
tando el sobretratamiento con corticoides inhalados. Este
ha sido el objetivo de algunos estudios recientes.

Jatakanon et al'” seleccionaron un grupo de pacien-
tes con asma que permanecian en situacioén estable utili-
zando dosis altas de corticoides inhalados. Se redujeron
drasticamente las dosis de estos farmacos y se observé la
evolucién de la enfermedad y su relacién con las modifi-
caciones de las concentraciones de ENO. Estos autores
encontraron que las concentraciones de ENO, antes de re-
ducir la dosis de corticoides inhalados, eran similares en
los pacientes que se deterioraban y en aquellos que per-
manecian adecuadamente controlados. En consecuencia,
concluyeron que la determinacién de ENO no parecia ttil
para indicar una reduccién de las dosis de corticoides en
los asmdticos estables. Sin embargo, cuando se analiza-
ron las modificaciones de las concentraciones de ENO
tras reducir las dosis de corticoides inhalados, se observo
que éstas eran mayores en los pacientes que se agudiza-
ron que en aquellos que permanecieron estables. Estos
datos sugieren que las modificaciones de las concentra-
ciones de ENO pueden identificar precozmente a los pa-
cientes asmaticos que se descompensaran tras reducir la
dosis de corticoides inhalados. Esto parece razonable, si
se tiene en cuenta que las concentraciones de ENO se re-
lacionan bien con los sintomas de asma durante los dias
previos®.

Mas recientemente, Leuppi et al'” han estudiado la
relacién entre las modificaciones de ENO y de los para-
metros clasicos de control del asma, tras reducir las dosis
de corticoides inhalados, en un grupo de 50 pacientes. Las
dosis del corticoide inhalado se redujeron a la mitad cada
8 semanas Yy, si los pacientes continuaban estables con do-
sis de 200 ug al dia de budesonida o de 125 ug al dia de
fluticasona, se suspendieron estos farmacos. Estos autores
encontraron que la determinacién de ENO no resultaba
util para identificar a los pacientes que se agudizaban tras
reducir las dosis de corticoides inhalados ni para identifi-
car precozmente estas agudizaciones.

Por otra parte, Jones et al' han encontrado que, en
pacientes asmadticos estabilizados con corticoides inhala-
dos, la determinacion de las modificaciones de ENO, du-
rante un periodo de observacién de 8 semanas, resultaba



util para identificar a los pacientes que se agudizaban tras
la retirada de estos farmacos.

A la vista de los resultados de los estudios anteriores,
es evidente que la informacién acerca de la utilidad de la
determinacién de ENO para el control evolutivo del asma
es escasa y contradictoria, por lo que determinadas opinio-
nes recientes parecen precipitadas'”. Hasta que este aspecto
no se conozca con mayor profundidad, la determinacién de
ENO quedara limitada al campo de la investigacion.
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