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Disetio y evaluacion de un equipo para
obtener aire espirado condensado®

Design and evaluation of a device for
collecting exhaled breath condensate
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Resumen

El andlisis de muestras de aire espirado condensado ha cobrado gran relevancia en los ultimos afios como método
no invasivo de estudio de la fisiologia y las enfermedades de origen pulmonar. En el presente trabajo se describe
un equipo para tomar muestras de aire espirado condensado de bajo costo, facil de fabricar, de transportar al
terreno y que permite tomar muestras en forma simultdnea. La concentracién de metabolitos relativos a procesos
inflamatorios y al dafio oxidativo (pH, peroxido de hidrégeno y nitrito) de muestras de aire espirado condensado
obtenido con este equipo son comparables a los reportados con otros previamente.

Descriptores: Espiracion; Enfermedades pulmonares; Disefio de equipo.

Abstract

In recent years, the analysis of exhaled breath condensate samples has been given great weight as a noninvasive
methodology of studying physiology and lung diseases. The present study describes a device for measuring exhaled
breath condensate that is affordable, easily constructed, portable and suitable for use in the field, as well as allowing
the collection of simultaneous samples. The results obtained with this device in terms of the concentrations of
pH, peroxide oxide and nitrite, metabolites related to inflammatory and oxidative damage, in exhaled breath
condensate samples are comparable to those obtained with other devices previously described.

Keywords: Exhalation; Lung diseases; Equipment design.

En los ultimos afios el andlisis del exhaled
breath condensate (EBC, aire espirado conden-
sado) ha sido propuesto como un método no
invasivo de estudio de las enfermedades pulmo-
nares.!") Esta herramienta ha sido aplicada desde
la busqueda de los mecanismos hasta la realiza-
cion de seguimientos clinicos de las mas variadas
patologias pulmonares.>? El aire espirado es
enviado al ambiente desde el pulmdn con una
temperatura cercana a los 37 °Cy saturado con
agua junto con productos del metabolismo y
derivados de la superficie epitelial pulmonar. El
enfriamiento del aire espirado por los aparatos
condensadores captura una parte de €l a través
de un sistema de mangueras y tubos que ofrecen
baja resistencia a la respiraciéon. El producto de
este proceso consiste en una sustancia liquida
y transparente que contiene, tanto particulas

volatiles como no volatiles, que se encuentran
en maxima concentracion en rango micromolar.
Para la obtencion de muestras de EBC se han
desarrollado aparatos comerciales entre los
que destacan por su amplio uso RTube™
(Respiratory Research Inc., Charlottesville, VA,
EUA) y ECoScreen (Jaeger GmbH, Hoechberg,
Alemania), sin embargo existen también varios
modelos construidos por los propios investiga-
dores para su uso general,” asi como para ser
utilizados en condiciones particulares como
ventilacion mecénica® o para obtener mues-
tras en lactantes.© El particular interés de los
investigadores fue realizar un condensador de
EBC transportable, de bajo costo, para obtener
muestras simultaneas y ser aplicado en diversas
situaciones experimentales tanto en el segui-
miento de pacientes con patologias de origen
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pulmonar en centros hospitalarios como en el
terreno (ejercicio, contaminantes del aire, altura
geografica, trabajo).

Descripcion del equipo

La Figura 1

equipamiento.

1) Conexion al condensador: Puede realizarse
mediante boquilla 0 mascarilla. A pesar de
que la mascarilla es mejor tolerada por los
sujetos, 1a boquilla permite formar aproxi-
madamente el doble de EBC en la misma
cantidad de tiempo. Para ambas formas
de conexion debe utilizarse un atrapador
de saliva que evita la contaminacion de Ia
muestra.

2)Sistema unidireccional: Se utiliza para
condensar solamente el aire espirado y
evitar la contaminacién de sustancias que
provengan del exterior. En nuestro equipo
hemos adaptado dos valvulas de 22 mm
de diametro nimeros de catdlogo 1664 y
1665 (Hudson RCI, Durham, NC, EUA).

3)Tubo conector flexible: Permite el movi-
miento y adaptacion del sujeto a una
posicion comoda sin  interrumpir  ni
aumentar la resistencia a la exhalacion. Esto
se logra de forma adecuada con un tubo
de 15 cm de largo y 22 mm de diametro
interno, numero de catalogo 60-50-150-1
(VBM Medizintechnik GmbH, Alemania).

presenta un modelo del

=~/
b b

g

Figura 1 - Estructura del condensador de EBC -
Sistema de condensacion y regulador de temperatura
(arriba). Esquema general del ensamblaje del equipo
(abajo). Partes: (A) boquilla vertical con atrapador de
saliva, (B) valvulas de una via, (C) tubo y calefactor
flexible, (D) condensador de vidrio, (E) regulador de la
temperatura, (F) caja con hielo.
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4)Calefactor flexible: Corresponde a una
resistencia eléctrica revestida con tela
conectada por los extremos a un regu-
lador que mantiene la temperatura a
37 °C, impidiendo la condensacion en esta
zona y aumentado el rendimiento de la
recoleccion.

5)Condensador de vidrio: Tiene la forma

de una Y con dos brazos superiores de
120 mm de largo en angulo de 45 grados,
con didmetro interno de 8 mm. En un
extremo se acopla el conector flexible y en
el otro una manguera que permite la salida
del aire al exterior. En su extremo inferior
posee un tercer brazo de 40 mm de largo
donde se inserta a presion un tubo de
plastico que recoge la muestra. Con objeto
de aumentar el flujo de EBC recolectado
puede ser conectado mas de un conden-
sador de vidrio unidos por conectores
flexibles.

6)Sistema enfriante: Puede utilizarse una

caja con hielo en escamas (-5 °C), mezcla
de hielo con sal (=15 °C) o enfriante del
tipo Jce pack (=15 °C). El volumen de
muestra recolectado depende de la tempe-
ratura y del nimero de condensadores de
vidrio utilizados. Como referencia, en un
sujeto adulto se puede recolectar 1.5 mL
en 15 min sumergidos en hielo en escamas
con un condensador. Aproximadamente
se obtiene el doble en el mismo tiempo
al utilizar dos condensadores de vidrio en
mezcla de hielo con sal.

Observacion: El equipo fue diseflado de
forma tal que sea desarmable, de facil transporte
Y que permita tomar muestras simultdneamente.
En el caso de obtener muestras en pacientes
con patologias de origen infeccioso sus partes
pueden ser desechadas con posterioridad a su
uso. Los condensadores de vidrio pueden ser
esterilizados y reutilizados.

Protocolo de toma de muestras

Nuestra recomendacién es con los sujetos
cdmodamente sentados, en reposo y con una
pinza de bloqueo nasal. No deben haberse
alimentado una hora antes ni fumado hasta seis
horas antes de la toma de muestra. En razén del
menor costo y la mayor obtencién de volumen
de condensado recomendamos la mezcla de
hielo con sal como método de enfriamiento. El
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tiempo total de recoleccidon en estas condiciones
es de 10 minutos o hasta que el sujeto complete
entre 1.5y 2 mL aproximadamente (Tabla 1).

Determinaciones quimicas

Multiples son los parametros que se han
determinado en muestras de EBC; indicadores
de inflamacion, remodelacion y dafio oxidativo
tisular.®® Utilizando el condensador de EBC
descrito en el presente trabajo se han reali-
zado distintas determinaciones de peroxido
de hidrogeno, nitrito y pH (Tabla 1), asi como
determinaciones de malondialdehido,” 8-iso-
prostanos y proteinas (datos no mostrados). A
pesar que este condensador no ha sido compa-
rado directamente con otros, el andlisis quimico
de muestras tomadas con el condensador de EBC
aqui descrito se encuentran en rangos similares
a los valores reportados previamente con otros
condensadores en sujetos sanos (Tabla 1). A
futuro debera realizarse esta comparacion para
poder llevar a cabo un andlisis estadistico que
en este reporte no fue realizado. Respecto a la
influencia del tipo de condensador de EBC sobre
los resultados, existen reportes en los que se
utilizaron otros condensadores, que indican dife-
rencias para parametros como el pH,®* mientras
otros no observan diferencias para malondial-
dehido, hexanal, heptanal o nonanal.'” En el
mismo sentido algunos autores” no encon-
traron diferencias en volumen de condensado,

concentracion de perdxido de hidrégeno, 8-iso-
prostanos y citokinas utilizando cuatro tipos
diferentes de condensadores. Lo anterior sugiere
que en la busqueda de la estandarizacion de la
toma de muestra de EBC, probablemente mas
importante que el tipo de aparato conden-
sador sea necesario estandarizar y describir las
condiciones en que las muestras son tomadas y
manipuladas. Por el momento no existen argu-
mentos suficientes para afirmar que un aparato
condensador es mas adecuado que otros para
la obtencion de muestras reproducibles segun
fue sugerido por el consenso de recomenda-
ciones metodoldgicas para la obtencién de EBC
realizadas por las sociedades de enfermedades
respiratorias americana y europea.”

En resumen, el aparato descrito en este
trabajo corresponde a un sistema de bajo costo,
que permite ser desechable y obtener muestras
simultaneas en sujetos en diversas situaciones
ambientales y experimentales obteniéndose
resultados similares a los obtenidos con otros
condensadores de EBC previamente descritos.
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Tabla 1 - Concentraciones de peréxido de hidrogeno nitrito y pH de muestras de EBC obtenidas con el
condensador de aire espirado descrito y valores tomados de la literatura de muestras conseguidas con otros
condensadores. Los valores obtenidos con el condensador descrito se obtuvieron a partir de muestras de
hombres sanos no fumadores entre 18 y 35 afios sentados y en reposo utilizando como sistema enfriante una
mezcla de hielo con sal. Los resultados son expresados como media + DS y mediana con percentiles 25/75%

Parametro Condensador descrito Valores de la literatura
H,0, (uM) 0.53 £ 0.55 0.45 +0.29 Nowak et al. 20012
n=26 n=12
NOZ' (uMm) 1.59 = 1.00 0.55 (0.31 - 2.33)" Hunt et al. 20011
n=17 n=20
1.8+£0.3 Nightingale et al. 1999!'¥
n=10
pH 7.69 + 0.24 7.8+0.6 Paget-Brown et al.
n=137 n=122 2006

H,0,: peréxido de hidrégeno; NO,: nitrito. H,0, fue analizado segun el método espectrofotométrico FOX, con la adicion
de sorbitol seguin Gay y Gebicki 2002.9 El pH fue analizado post aireacion con argén segun Paget-Brown et al. 2006.
El NO, fue analizado mediante la reaccién de Griess segun Green et al. 1982." *Corresponde al grupo de edad entre 21

y 30 afios.
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