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ABREVIATURAS

ON: Óxido nítrico.

O2N: Óxido nitroso.

ONe: Óxido nítrico espirado.

ONe total: Óxido nítrico espirado total.

ONi: Óxido nítrico inhalado.

ONS: Óxido nítrico sintasa.

ONSi: Óxido nítrico sintasa inducible.

ONx: Nitritos-nitratos.

NO2–: Nitritos.

NO3–: Nitratos.

nL: nanolitro.

ppm: partes por millón.

ppb: partes por billón (igual a ppm multiplicado por mil).

SRSI: Síndrome de respuesta sistémica a la inflamación.
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INTRODUCCIÓN

Los primeros estudios que hacen referencia al óxido nítrico datan de principios
de los años 70. En 1972 Weston JT se interesó por los efectos que sobre el pulmón
podían tener ciertas sustancias inhaladas1 (entre las que se hallaba el ON) y Halstead
CJ desarrolló un método continuo de determinación de óxido nítrico y nitroso en fluidos
de gases2. En 1976 Dmitrev inició las primeras determinaciones de óxido nítrico atmos-
férico mediante quimioluminiscencia3. En la vertiente asistencial, en 1974 aparecen las
primeras publicaciones que relacionan el óxido nítrico con aspectos de la fisiopatología
clínica. Es entonces cuando se relaciona el óxido nítrico con fenómenos de vasodilata-
ción arterial a través de la acción hipotensora del nitroprusiato4, 5. Posteriormente 
se consigue determinar la molécula de óxido nítrico en sangre humana y se plantea el
origen exógeno y/o endógeno del mismo6.

Los efectos de los productos derivados de la oxidación del nítrico fueron publi-
cados en el año 1981 en la revista Lancet.

Tras identificar el ON con el factor relajante derivado del endotelio, y con la vaso-
dilatación que éste originaba en diferentes sistemas del organismo, aumentaron las publi-
caciones8-11. Incluso se establecieron unas recomendaciones sobre investigación en neo-
natología y ON12.

Posteriormente se le empezó a relacionar con fenómenos de vasodilatación pul-
monar con lo que empezó a mencionarse su utilidad en la hipertensión pulmonar neo-
natal y en la hipertensión pulmonar presente en el postoperatorio de cardiopatías con-
génitas, así como en la hipertensión pulmonar posterior al trasplante de pulmón y corazón,
y en el síndrome de distrés respiratorio tipo adulto13, 14.

Doughty en 1996 estudió las modificaciones del óxido nítrico en los enfermos
pediátricos15. Otros autores han analizado sus variaciones en sangre16-19 y en orina20 en
el curso de procesos sépticos pediátricos.
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L Características del óxido nítrico:

Origen del óxido nítrico:

El óxido nítrico (ON) es una molécula endógena, de señalización intercelular y
que se forma a partir del aminoácido L-arginina, a través de la enzima ON-sintasa (ONS).
Hasta la actualidad se han caracterizado tres isoformas de dicha ONS. Dos de ellas son
las constitutivas (ONSc), los tipos 1 y 3, y se expresan en las células endoteliales y en
las neuronas. La otra es la isoforma inducible (ONSi) y es la tipo 2, que se expresa en
las células epiteliales de la vía aérea, así como en los neutrófilos y en los macrófagos
alveolares21.

La síntesis de ON a partir de la ONSi puede ser estimulada por las citoquinas
inflamatorias y las endotoxinas, que conllevan una acción citostática y bactericida22.
Por lo tanto, el ON está involucrado en un amplio espectro de procesos fisiopatológicos,
dentro de los cuales cabe destacar los que afectan la vía respiratoria y los que implican
fenómenos infecciosos. Está demostrada la capacidad del ON inhalado (ONi) de actuar
como vasodilatador pulmonar selectivo así como de broncodilatador endógeno23.

Los nitritos y nitratos (ONx) en sangre y orina son sus metabolitos estables y
se utilizan como marcadores de la cuantía de su síntesis endógena.

Óxido nítrico espirado:

El ON espirado (ONe) incluye al ON exhalado (ON de origen broncoalveolar) y
al ON nasal residual (diferencia entre el ON nasofaríngeo autoinhalado y el reabsorbido
en las vías aéreas inferiores y alveolos).
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Óxido nítrico espirado y fisiopatología del adulto:

El ON nasofaríngeo es detectado junto con el ON exhalado si la recogida del gas
espirado es a través de la boca y nariz. Debe recordarse que el recién nacido y lactante
pequeño son preferentemente respiradores nasales. Las bacterias nasales pueden tomar
parte en la síntesis del ON nasofaríngeo24.

En adultos sanos, el ONe tiene un origen casi exclusivamente nasal, obser-
vándose, por ejemplo, que es incuantificable en el síndrome de Kartagener25. Gerlach
y col24 describieron que la síntesis endógena de ON era de 0.063 ppm, mientras que la
capacidad de las bacterias de la nasofaringe para sintetizar ON era mucho mayor, con
medias de 0,649 ppm. 

Los senos paranasales probablemente también forman parte en la producción
de ON en adultos26. Las cifras de nasofaringe y tráquea, más altas en la inspiración que
en la espiración, sugieren que el ONe no procede de la síntesis pulmonar (aunque no se
puede descartar que exista una porción de origen broncoalveolar), sino que sería sobre
todo el ON residual del ON nasal autoinhalado, después de pasar y ser reabsorbido por
los alveolos. El ON nasofaríngeo debe ser inhalado y reabsorbido por el tracto respira-
torio inferior puesto que la suma de ON y O2N estaba reducida en la fracción espirato-
ria y el cociente ON/O2N sólo cambiaba ligeramente (por lo tanto, la disminución 
espiratoria del ON no era a causa de la conversión de ON en O2N)24.

Tabla 1. Terminología sobre el
óxido nítrico.

Terminología:

Inhalado: exógeno, terapéutico
Endógeno: síntesis constitutiva e inducible

Nasal: nasofaríngeo
Espirado = exhalado NO nasal residual

Broncoalveolar NO nasal
Autoinhalado - Reabsorbido

+
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Concentraciones de ON en ppm, en el adulto:

Inspiración Espiración

Boca Poco Poco

Nasofaringe 0.109 0.079

Tráquea 0.089 0.042

Ventilador 0.002 0.063

Síntesis en nasofaringe: media de 0.649.

Tabla 2. Concentraciones de ON en ppm, en no fumadores,
según Gerlach H et al24

La intubación endotraqueal impide la autoinhalación natural de dicho ON de pro-
ducción nasofaríngea, encontrando niveles de ON muy bajos en el gas espirado que se
origine distalmente a las cuerdas vocales27. Si la ventiloterapia utiliza “aire comprimido”
en vez de “aire medicinal”, se aportan pequeñas cantidades de ON (entre 0.013-0.079
ppm) que tienen efectos fisiológicos positivos como vasodilatador pulmonar y que suplen
a la autoinhalación del ON producido en las vías aéreas superiores28.

En la cavidad gástrica se producen grandes cantidades de ON (0.8-6 ppm), y
sus concentraciones son hasta 100 veces superiores que las encontradas en el ONe 
a través de la boca. Esta producción requiere un ambiente ácido y disminuye un 95%
si previamente se administra omeprazol (inhibidor de la bomba de protones)29.

En las enfermedades respiratorias, el ONe es formado principalmente en los bron-
quiolos respiratorios terminales30, a partir de las células inflamatorias como los 
neutrófilos o los macrófagos alveolares, y de las células epiteliales y endoteliales de este
tracto respiratorio. 
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Elevación del ONe

En el adulto, el pico de ONe es más alto tras aguantar la respiración durante 
5-60 segundos. 

Las concentraciones de ONe disminuyen durante el ejercicio, pero si se tiene
en cuenta el aumento del volumen minuto ventilatorio, la excreción total de ONe aumenta
durante la hiperventilación o el ejercicio30.

La ingesta de 0,1-0,2 mg/kg de L-arginina comporta una elevación significa-
tiva de ONe, que es máxima a las 2 horas31. La administración de nitroglicerina 
también aumenta el ONe32.

En el adulto, los valores de ONe aumentan en enfermedades pulmonares tales
como el asma33, 34, las bronquiectasias35, las infecciones de la vía respiratoria alta36 y la
descompensación de la cirrosis hepática37. El aumento de las bacterias nasales eleva el
ONe y la rinitis alérgica aumenta el ON nasal38.

En conjunto, estas observaciones sugieren que el incremento de ONe procede de
un aumento de la síntesis de ON, probablemente a partir de la ONSi, estimulada por la
mayor actividad inflamatoria en la vía aérea. Además la administración de corticoides
inhalados a los pacientes con asma reduce la concentración de ONe a niveles similares
a adultos sanos38.

En el niño se ha descrito elevación del ONe en el asma y reducción del mismo
tras el tratamiento corticoideo inhalado.

Disminución del ONe

Los valores de ONe decrecen en el caso de adultos fumadores. Estas personas
inhalan grandes cantidades de ON procedente del humo del tabaco, que podrían inhibir
la producción endógena de ON; también podría existir un daño tóxico de las células pro-
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ductoras de ON causado por el humo del tabaco. El ONe tambén disminuye en casos de
hipertensión arterial39 y tras la ingesta de etanol40.

La ventiloterapia prolongada disminuye la síntesis nasofaríngea y ello podría
responder a la administración de antibióticos en estos pacientes. Sin embargo esto no
se ha demostrado y no se han observado cambios en las cifras de ONe en mujeres emba-
razadas, tras una semana de antibioticoterapia41 entre las 10 y las 42 semanas de
gestación. El síndrome de Kartagener y la fibrosis quística42 disminuyen el ON nasal. 

Óxido nítrico espirado en el recién nacido:

En los años 1996 y 1997, Schedin y col43,44 describieron niveles de ONe en las
fosas nasales de recién nacidos sanos, utilizando la ley general de los gases para 
estimar la tasa de excreción nasal de ON. Sus resultados para una sola fosa nasal en
neonatos a término de 4-7 días de vida fueron 0,11 nmol/min 5 kg (equivalentes a 
2, 64 nL/min 5 kg). Por lo tanto para las dos fosas nasales sería aproximadamente el
doble: 5, 28 nL / min 5 kg.

En el 1998, Arlich y col45 calcularon el ON total eliminado a través de las fosas
nasales en 6 recién nacidos pretérmino.

Óxido nítrico y nitritos y nitratos en sangre y orina:

La relación entre las cifras de nitritos (NO2–)/nitratos (NO3–) y los niveles 
de óxido nítrico en sangre ha quedado patente en diferentes estudios46, 47. Dichos 
substratos serían metabolitos estables del ON susceptibles de ser detectados en la 
sangre y se elevarían en los casos de sepsis o inflamación al igual que sucede con el
óxido nítrico48.

Existen diferentes metodologías para su detección.
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Hasta hace pocos años ha sido utilizada la espectrometría utilizando el 
reactivo Griess49. Sin embargo dicha metodología no diferencia con exactitud entre los
nitritos y las aminas biogénicas del plasma. Como novedad se introdujo la “High-
performance liquid cromatography” (HPLC), mucho más sensible y con mejor relación
coste-efectividad para la detección directa de los niveles de nitritos/nitratos en las mues-
tras de suero49. También se ha modificado la técnica suplementándola con la despro-
teinización y reducción de los nitratos a nitritos con buenos resultados50.

Reciéntemente se ha descrito el análisis de los nitritos y nitratos de los fluidos
biológicos mediante electroforesis capilar con la ventaja de ser más rápida y económica
y precisar de una menor muestra de fluido51.

También se ha utilizado la cromatografía iónica. Mediante una dilución de la
muestra de sangre problema con un ión (de bicarbonato y carbonato o de ácido clorhí-
drico) que produce una conductividad detectable por cromatografía52.

Las técnicas de HPLC y de electroforesis capilar también son útiles para la detec-
ción de nitritos y nitratos en orina.

En nuestro estudio utilizamos la técnica de la detección del 2,3-diaminonafta-
leno53, 54.

Variabilidad del ON ambiental:

Las cifras de ON ambiental varían con respecto a la geografía pero también
con el clima y la contaminación ambiental. En la Nursery del Hospital Clínico, las cifras
diarias variaban entre 0.013 ppm y 0.224 ppm.

Técnicas de medición del ONe:

Cabe distinguir diferentes metodologías en función de la edad del paciente que
implicará la posibilidad de colaboración o no del mismo:
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a) Niños mayores de 6 años
“exhalación lenta contra resistencia”55-57

• NO exhalado: “meseta” con CO2 entre 5-6%
• NO nasal: cuando CO2 es 0,21%

b) Recién nacidos58

• NO nasal o faríngeo, controlado por CO2 (ppm)
• NO nasal 5 2 + ley general de gases (nmol/kg 5 min)
• NO espirado total (nL/min 5 kg)

La “exhalación lenta contra resistencia” es el mejor método actualmente acep-
tado para la medición del ON espirado en niños mayores de 6 años. El niño debe exha-
lar a través de una cánula la cual, para generar un flujo espiratorio de 250 mL/seg, ori-
gina una presión retrógrada de 50 mm de agua en la boca, que es suficiente para ocluir
las fosas nasales por el velo del paladar e impedir la contaminación del ON espirado por
el ON nasal. El registro del ON espirado consta de dos partes: una inicial o “pico” que
corresponde al aire del espacio muerto y presenta gran contaminación con aire nasal
previamente inhalado, y una segunda o “meseta” que es el registro estable de ON y tra-
duce la producción de ON a nivel broncoalveolar. El registro del verdadero ON exhalado
se hará en la meseta cuando el CO2 esté entre el 5-6%. Un estado de broncoconstricción
podría falsear los resultados59.

El ON nasal se determina con la misma técnica anterior de “exhalación lenta
contra resistencia” pero dejando libre un orificio nasal mientras el analizador de ON
aspira aire a través de la otra fosa nasal ocluida. El registro del verdadero ON nasal se
realiza cuando el CO2 es 0.21 (aire ambiente nasal). Para que el registro sea válido, el
ON ambiental debe ser despreciable60.

Figura 1. Medidas sincronizadas del ON y del
CO2 en la hipofaringe de recién nacidos en la 
respiración regular.
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Estas técnicas determinan la concentración del ON en ppm, pero no cuantifi-
can la síntesis total del mismo.

La hipótesis de si el ONe puede equipararse al de producción alveolar mediante
exhalación directa ha quedado desestimada. Byrnes61, analizando el ONe y el CO2

espirado mediante exhalación directa y a través de un sistema de pieza en “T” inter-
puesta al aire espirado, concluyó que los picos y el plateau de ON eran mucho más 
rápidos que los de CO2 con lo que el ONe analizado tenía fundamentalmente un origen
en la vía respiratoria alta. En otro estudio, Kharitonov comparó la exhalación de aire
con y sin resistencia: mediante administración de argón de forma contínua en la fosa
nasal y con análisis concomitante en la orofaringe de dicho gas y del CO2 espirado, 
constató que en la espiración simple las cifras de argón en la orofaringe se incremen-
taban notablemente ya que no existía resistencia que cerrara el paladar y por lo tanto
se contaminaba la muestra exhalada con el argón nasal62.

En un estudio llevado a cabo por Zetterquist63 se alerta de un posible error en la
interpretación del ONe medido por la técnica contra resistencia: el menospreciar 
la producción salivar de ON. En voluntarios que habían ingerido alimentos ricos en nitra-
tos el día previo a la determinación del ONe, las determinaciones eran significativamente
mayores.

Figura 2. Medidas sincronizadas del ON y del CO2 en
la hipofaringe de recién nacidos.
C: picos inspiratorios intermitentes de ON.
E: cambios súbitos en los picos inspiratorios 
de ON con períodos de baja concentración 
de ON inhalado.

Artlich A. Biol Neonate 2001: 79: 21-26
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Existen por el momento unas recomendaciones generales elaboradas en el año
1999 por la “American Thoracic Society” que estandarizan los procedimientos de medi-
ción del óxido nítrico nasal y del alveolar en niños y adultos64.

Premisas para la medición del ONe:

Para obtener unos resultados correctos deben de tenerse en cuenta las siguien-
tes premisas:

1. Los materiales del sistema no deben generar ni captar ON (al recoger el aire
en bolsas podría inactivarse el ON65). Esto se demostrará con experimentos
en los que el sistema sea atravesado por aire medicinal libre de ON o por
ON a concentraciones conocidas66.

2. Para detectar pequeñas cantidades de ON es imprescindible disponer de qui-
mioluminiscencia, con calibración mediante 0,420 ppm de ON aproximada-
mente, ya que los aparatos electroquímicos son poco sensibles.

3. Las concentraciones de ON en aire ambiental no afectan las lecturas del pico
de ONe ni las mediciones de ONe mediante la técnica de “exhalación contra
resistencia”57-58. Sin embargo, en las técnicas de recogida total del aire espi-
rado, la contaminación con aire ambiental (o aire centralizado comprimido)
rico en ON invalidaría los resultados. Por ello el neonato debe respirar 
previamente aire medicinal libre de ON contaminante.

4. La reproductibilidad intrasujeto debe estar garantizada, por lo que se debe-
rían realizar dos o tres mediciones en cada sujeto y adoptar como correcta
la media de las mismas, desestimando las mediciones en que el coeficiente
de variación porcentual supere el 30%.

Oxido nítrico e infección:

Dentro de los procesos involucrados en la denominada “cascada inflamatoria”,
relacionada con el “síndrome de respuesta sistémica a la inflamación” (SRSI) en los
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fenómenos de infección y sepsis, también se ha implicado al óxido nítrico. La infección
provocaría un daño endotelial que originaría la formación de óxido nítrico y sus deri-
vados (nitritos y nitratos) que causarían vasodilatación.

Doughty publicó un estudio pediátrico, con 19 pacientes diagnosticados de sep-
sis y otros 12 no infectados como grupo control, en los que determinó las cifras de nitri-
tos y nitratos en sangre como indicadores de fallo orgánico, resultando estadísticamente
significativo15. El mismo autor demostró que el aumento de las concentraciones de nitri-
tos y nitratos en plasma se relacionaba con el desarrollo de fallo multiorgánico16.

En la enfermedad meningocócica también se ha descrito un aumento de los nive-
les en sangre de estos metabolitos del óxido nítrico17. Otro estudio realizado por Spack
en el 1997 corroboró también estos datos ya que mostró la fuerte asociación entre las
concentraciones en sangre de nitritos y nitratos con el diagnóstico de SRSI, además de
ser un marcador de inflamación18.

Otra vertiente de estudio ha sido la determinación en neonatos de las cifras de
nitritos en orina como marcadores de SRIS en pacientes sépticos, evidenciándose una
elevación significativa en estos casos19. Ergenekon concluyó en otro estudio los mis-
mos resultados: elevación del óxido nítrico urinario en recién nacidos con sospecha de
infección, analizado el ON mediante quimioluminiscencia20.

L Justificación:

Este estudio pretende validar una nueva metodología para la determinación
exacta de las cifras de ONe total en el recién nacido sano y, a partir de las determina-
ciones basales, detectar si existen diferencias con los recién nacidos con alto riesgo de
infección neonatal, dado que, como se puede inferir del texto previo, el ON está impli-
cado en los fenómenos de la cascada inflamatoria que se desencadenan en la infección.
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Mediante este método se recoge el gas espirado tanto por la nariz como por la
boca, incluyendo por tanto el ONe de síntesis nasal (ON nasal) como el de vías respi-
ratorias bajas (ON broncoalveolar).

La dosificación del ONe total serviría como marcador incruento de la síntesis
endógena de ON producida en dichas situaciones. De esta manera, si se elevaran las
cifras de ONe total en recién nacidos de madres con corioamnionitis podría considerarse
esta determinación cuando se estudiaran recién nacidos con neumonía y/o sepsis.

Además, si se demostrara la influencia de la antibioticoterapia en las cifras del
ONe total, cabría analizarla en función de la patología y de los días de tratamiento.

En el caso de las neumopatías crónicas inflamatorias del lactante (displasia bron-
copulmonar) la elevación del ONe total podría correlacionarse con la gravedad de la
enfermedad, y, su disminución, con una posible mejoría después de determinadas 
terapias, indicando la utilidad clínica de las mismas.

En caso de corroborarse estos datos, podrían validarse y utilizarse otros 
métodos de recogida del ONe como el bucal o el endotraqueal.

L Hipótesis de trabajo:

A partir de los datos apuntados se establece la hipótesis de trabajo.

Las cifras de ONe total serán iguales en los recién nacidos a término que en los
pretérmino, siempre que, en este último caso, la prematuridad no haya sido desenca-
denada por una infección. Así mismo, las cifras de ONe total serán más elevadas en los
recién nacidos fruto de un parto vaginal que por cesárea, ya que la contaminación de
las fosas nasales será mayor al atravesar el canal del parto. Además, dichas  cifras
aumentarán con las horas de vida, ya que al nacer no existe flora bacteriana nasal, que
aparecerá en las primeras horas o días de vida. Las cifras de ONe total serán mayores
en recién nacidos de madre con corioamnionitis que en los sanos o con riesgo de infec-
ción perinatal por otras causas, dado que la contaminación y/o sobreinfección nasal
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estará presente ya al nacimiento y será más intensa. Por otra parte, existirá una 
correlación positiva entre las cifras de ONe total y los nitritos y nitratos en sangre, con
lo que se podrá considerar al ONe total como un marcador de la síntesis endógena 
de ON.
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OBJETIVOS

1. Validación clínica de una nueva metodología para medir el ONe total en el
recién nacido.

2. Determinar la posible influencia de la edad gestacional, tipo de parto y horas
de vida en el ONe total durante los tres primeros días de vida del recién nacido.

3. Conocer los valores de normalidad de las cifras de ONe total (nL/min 5 kg)
para cada subgrupo de pacientes.

4. Estudiar los cambios que se producen en los valores de ONe total en los recién
nacidos con riesgo de infección perinatal por corioamnionitis materna u otras
causas.

5. Analizar las relaciones entre los valores del ONe total con los niveles de 
nitritos y nitratos en sangre.
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MATERIAL Y MÉTODOS

L Pacientes:

Se procuró incluir un total de 30 recién nacidos en cada uno de los grupos de
pacientes a estudiar:

• Recién nacidos sanos:
a) A término:

– parto vaginal
– parto por cesárea

b) Pretérmino moderado:
– parto vaginal
– parto por cesárea

• Recién nacidos con bajo riesgo de infección perinatal.
• Recién nacidos con alto riesgo de infección perinatal.

Se consideró como bajo riesgo de infección perinatal. A la presencia de una 
ruptura de membranas de más de 24 horas en los a término o de 12 horas en los 
pretérmino, o al antecedente de madre portadora de Streptococcus agalactiae.

El alto riesgo de infección se definió cuando el recién nacido recibió antibiotera-
pia por corioamnionitis materna, o por signos clínicos o analíticos de infección 
neonatal iniciales (leucopenia menor de 5.000 leucocitos /microlitro, índice de desvia-
ción a la izquierda superior de 0.20 y/o proteína C reactiva mayor de 20 mg/L) pero en
los que el diagnóstico de infección se descartó basándose en la negatividad de los 
cultivos y la rápida normalización de la proteína C reactiva y el recuento de neutrófilos
en su evolución.
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Se definió como corioamnionitis la presencia en la madre de fiebre superior a
38ºC pre-intraparto de origen uterino, analítica materna de infección, así como la exis-
tencia de irritabilidad uterina o aguas purulentas/fétidas en el período perinatal.

Criterios de inclusión: 
– Haber nacido en la Unidad Integrada Hospital Clínico-Hospital Sant Joan de

Déu.
– Consentimiento informado previo al estudio (anexo 1).
– Edad gestacional entre 34 y 41 semanas.
– Edad cronológica inferior a 3 días de vida (dado que esta es la edad límite para

ser dados de alta). 

Criterios de exclusión: 
– Estado de enfermedad, a excepción de la ictericia y, lógicamente, del riesgo de

infección.
– Recién nacidos que hayan requerido administración de sustancias dadoras de

ON (nitroglicerina, nitroprusiato). 
– Requerimiento de oxigenoterapia o de intubación endotraqueal por la 

metodología de recogida de la muestra y por implicar otros estados de enfer-
medad.

L Material y metodología:

Recogida del aire espirado:

Se utilizó una nueva metodología ya descrita previamente65-66.

El aire espirado a través de las fosas nasales y de la boca, se recoge mediante
una mascarilla aplicada directamente a la cara (Small facemask. Vital signs. Fleisch,
Switzerland), y sellada mediante un adhesivo a la piel (Opside) para evitar contami-
nación y fugas. Fotografía 1.
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La máscara incorpora un sistema de dos válvulas unidireccionales, una inspi-
ratoria y la otra espiratoria (2.200 series. 2 way valve. Mans Rudolph Inc. KC. MO.
USA). El espacio muerto originado con este sistema queda minimizado. Fotografía 2.

El gas espirado se recoge en dos bolsas de plástico (Unoplast. Unometerbag 2000),
que quedan separadas por una llave de tres pasos que a su vez conecta con una jeringa de
50-60 ml (Plastipak B-D). La entrada a la primera bolsa se conecta con el tubo espiratorio
de la máscara mediante conexión en Y, lo que permite el paso directo del gas espirado por
el recién nacido a dicha bolsa. La salida de la segunda bolsa queda regulada por otra vál-
vula de salida que conecta con el aparato de quimiolumiscencia. Fotografía 3.

Fotografía 1. Aplicación de la 
mascarilla y sellado.

Fotografía 2. Detalle de la mascarilla
unidireccional y de los tubos de
entrada de aire medicinal y salida del
volumen espirado que contiene el
ONe.
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Fotografía 3. Circuito de tubos 
de entrada y salida de la mascarilla 
y unión de las bolsas de recogida
mediante interposición de una llave
de tres pasos.

18 19 20 21 22 23 24 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

NO (ppm) NO2 (ppm)

HORAS

Barcelona, c/ Villarroel, 170; 14-II-96, a partir 18 h

–––– NO  –––– NO2

0,105
0,095
0,085
0,075
0,065
0,055
0,045
0,035
0,025
0,015
0,005

0,105
0,095
0,085
0,075
0,065
0,055
0,045
0,035
0,025
0,015
0,005

Figura 3. Óxido nítrico ambiental en la UCI neonatal.

El aire ambiental contiene grandes cantidades de ON, con concentraciones 
cambiantes según el grado de contaminación, sobre todo del tráfico rodado (Figura 3)
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Para evitar la contaminación del sistema de recogida por el ON ambiental, 
previa su aplicación al recién nacido, se realizó una “depuración” mediante el paso de
aire medicinal (exento de ON) a través del sistema, a un flujo de 0,75 L/min durante
15 minutos. De esta forma, la concentración de ON al final del circuito resultó inferior
a 0.004 ppm.

Con la intención de lavar el ON contaminante en las vías respiratorias bajas, antes
de la recogida del ONe   el recién nacido respiró aire medicinal durante 5 minutos (tiempo
descrito en estudios en adultos4), a través de conectar a la rama inspiratoria de la mas-
carilla, una bolsa con un flujo de 1 L/min que actúa de reservorio. Fotografía 4.

El aire espirado se recogió durante un minuto. Este período permite la recolec-
ción de 1-2 L de aire espirado, suficiente para medir las concentraciones de ON y O2N.
Durante la recogida, la llave de tres pasos permanece cerrada y se recoge el tiempo de
llanto. Si el recién nacido lloraba más de 10 segundos, la recogida se repetía. Al final
del minuto de recogida, la válvula de entrada a la primera bolsa se cierra.

Inmediatamente después de la recogida del aire espirado, el gas se traslada 
de la primera a la segunda bolsa, a través de la jeringa interpuesta, contándose el 
número de emboladas necesarias para ello (por su capacidad equivaldrá al flujo = volu-
men / tiempo usado). Cuando la primera bolsa está vacía, la llave de tres pasos se 

Fotografía 4. Conexión del flujo de
aire medicinal con la rama inspiratoria 
de la mascarilla.
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cierra y la salida de la segunda bolsa se abre, conectándose al aparato de quimiolumi-
niscencia (CLD 700 AL. ECHO Physics AG-Postfach. CH-8635. DÜRNTREN) para la
determinación del ONe. La mínima tasa de flujo para la máquina es de 300 mL/min, y
el límite de detección de 0.001 ppm de ON. La calibración de la máquina se realiza
con ON de 0,420 ppm.

Cabía considerar la posibilidad de sedar al neonato con midazolam sublingual
a dosis de 0,2 mg/kg. Otra opción para realizar con éxito la recogida era practicarla apro-
ximadamente una hora después de la toma, en que el neonato suele estar más rela-
jado o dormido. 

La figura 4 resume la recogida del ONe en el recién nacido.

Medición del ONe en el recién nacido:

El ON espirado total en nanolitros (nL), depende del tiempo y del tamaño del
recién nacido (peso y/o superficie corporal en m2 ) por lo que el ONe se expresa en nL
por min –1 y por kg –1 ó nL por min –1 y por (m2)–1.

El total espirado equivaldrá a su proporción en el aire espirado, multiplicado por
el volumen total espirado en un determinado tiempo. Por todo ello el total espirado de
ONe/kg será:

ONe (ppm) = ON espirado (nL) 5 volumen espirado (mL)/tiempo (minutos)
peso (kg)

La conversión a nanomol (nmol) se realiza aplicando la equivalencia de que un
mol es igual a 24,3 litros (para una temperatura ambiental de 23 ºC).
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MASCARILLA

Válvula
inspiratoria

Línea inspiratoria

1 l/min

Válvula
espiratoria

Línea espiratoria

QUIMIOLUMINISCENCIA

AIRE MEDICINAL

2 litros

2 litros 2 litros

50 ml

RECOGIDA DEL AIRE ESPIRADO
EN EL RECIEN NACIDO

Figura 3. Técnica de recogida del ONe en el recién nacido.
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Ejemplo:

Recién nacido de 3 kg; Volumen espirado 900 mL/min. ONe 0.045 ppm.

ONet total = 0.045 partes ON 5 900mL 5 1000000 nL 5 1 = 13,5 nL ON

1.000.000partes 1 min 1 ml 3 kg min 5 kg

Validación de la técnica:

Después de diseñar el sistema de recogida, se realizaron varias pruebas antes de
utilizarlo.

Para conseguir que el aire inspirado no contenga el ON de la contaminación

ambiental:

Existen dos técnicas:

a) Lavado del microambiente del recién nacido en la incubadora o en
una campana o cabezal de oxígeno:
Se ha intentado experimentalmente introduciendo 15 L/min de aire medici-
nal en la incubadora, tanto conectada (al ponerse en marcha el ventilador
y el calefactor, se introduce aire ambiental contaminado) como desconectada
de la red eléctrica (no entra aire ambiental, pero se enfría la incubadora, a un
ritmo de 1,5ºC cada 10 minutos). También se ha intentado en una cam-
pana de lactantes y en otra de recién nacidos, con la incubadora conectada
o desconectada.
Los resultados obtenidos tras la metodología descrita muestran que, como
era de esperar, la campana de recién nacido, con menor capacidad, permite
un mejor lavado del ON ambiental, alcanzándose 0.005-0.006 ppm al cabo
de 5 minutos, tanto con la incubadora conectada como desconectada. Sin
embargo, esta campana es muy pequeña para introducir la cabeza del recién
nacido y la mascarilla que permita la recogida del ONe. Si se utiliza la cam-
pana de lactantes, se necesitan 10 minutos para llegar a 0.008-0.009 ppm,
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0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30

NO (ppm)

Con incubadora parada, <1,5º C/10 min

MINUTOS

Aire medicinal: 15 l/min

Incubadora, parada
Hood lact, calentar
Hood lact, parada
Hood cúbico, parada
Hood RN, parada
Hood RN, calentar
Incubadora calentar
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Figura 5. Lavado de óxido nítrico ambiental para el aire inspirado.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

NO (ppm)

MINUTOS

Aire medicinal: 0,75 l/min

–––– Una bolsa de 2 l        –––– Dos bolsas de 2 l

NO ambiental: 0,066-0,068 ppm

0,012

0,01

0,008

0,006

0,004

0,002

0

Figura 6. Lavado de óxido nítrico ambiental del interior de las bolsas.
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tanto con la incubadora conectada como desconectada, cifra demasiado ele-
vada para considerarla basal. (Figura 5).

b) Introducción a través del tubo inspiratorio de la mascarilla de un flujo
a demanda de aire medicinal:
Este método permite ahorrarse la campana pero exige una total estanquei-
dad de la mascarilla sobre la piel de la cara, ya que si se inspira aire exte-
rior se contamina toda la muestra. El aire medicinal se introduce en una bolsa
de plástico de 2 L de capacidad, a un flujo de 0.75L/min durante 15 minu-
tos. De esta manera se consigue que el gas que sale de la bolsa tenga un ON
de 0.002 ppm, tolerable para ser basal (Figura 6).

Posteriormente se conecta la salida de la bolsa al tubo inspiratorio de la mas-
carilla, previamente fijada de modo estanco. Pasados 5 minutos de respirar
el recién nacido el aire medicinal, se considera, como hemos mencionado
anteriormente, que en el espacio muerto y los alveolos ya sólo existen can-

Figura 7. Ausencia de degradación en el sistema de recogida.
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tidades mínimas de ON contaminante. A partir de este momento ya podrá
recogerse el aire espirado.

Estanqueidad del sistema de recogida:

El sellado de las conexiones se ratificó ocluyendo el sistema con una pinza a
diferentes niveles y verificando la total aspiración con la jeringa, que debía conseguir el
vacío.

Interacción del ON con el material:

Comprobación de que el material del sistema no reacciona con el ON:
Al realizar la recogida del aire espirado en bolsas, había que demostrar que no

se inactivaba el ON con ellas. Se comprueba que el material del sistema no reacciona ni
genera ON con varios experimentos en los que, a través de las dos bolsas del sistema,
se hace circular aire medicinal (libre de ON), o bien aire con una concentración cono-
cida de ON, durante 3 minutos.

Figura 8. Análisis del sistema colector.
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Curva superior: falta degradación ON. Curva inferior: falta síntesis ON.
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Se llena la primera bolsa, la jeringa y la segunda bolsa con una dilución del
ON de calibración de la quimioluminiscencia (habitualmente con una concentración cer-
cana a 0.420 ppm) a 1 L/min durante unos 4 minutos. Al acabar, se pinza el tubo de
entrada en la primera bolsa. Después, cada minuto se determina durante 30 segundos
la concentración de ON a la salida de la segunda bolsa. Con el aire almacenado son posi-
bles unas 6 determinaciones, hasta que la última da cifras bajas y cambiantes, lo cual
indica que el gas en las bolsas se ha agotado.

En los cinco experimentos realizados (FIGURA 7), mostramos que la concentra-
ción de ON se mantiene constante a lo largo de los 6 minutos, lo cual indica que, durante
este tiempo (que no superará el experimento en humanos), no hay reacción valorable
del ON con las paredes del sistema ni disminución del mismo.

Una variante de esta técnica de comprobación es introducir 1-1,5L de ON a 0.033
ppm en la primera bolsa; cerrar la pinza de entrada, pasar este gas a la segunda bolsa
utilizando la jeringa, con 15-30 emboladas (una cada 10 segundos, con un total de 
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Figura 9. Ausencia de síntesis en el sistema.
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3-4 minutos); cerrar la llave de 3 pasos correspondiente a la entrada a la segunda bolsa;
abrir su salida y determinar la concentración del ON cada minuto durante 5 minutos.

La cifra a la salida de las bolsas es muy parecida al 0.033 ppm introducidas, lo
que indica que el material del sistema no reacciona con el ON. FIGURA 8 curva superior.

Una vez lavadas las bolsas, si las volvemos a analizar con el tiempo introdu-
ciendo aire medicinal en ellas, observamos que la cifra de ON a la salida de las bolsas
es prácticamente igual a la de entrada: no se genera ON. FIGURA 8 curva inferior.

Comprobación de que el material del sistema no genera ON:

El experimento es similar al anterior, pero llenando las bolsas con aire 
medicinal, que contiene alrededor de 0.002 ppm de ON FIGURA 9.

El material idóneo es el Teflón.

Limpieza del ON ambiental dentro del sistema de recogida, antes de su aplica-

ción al recién nacido:

Se hizo pasar a través de todo el sistema (dos bolsas, jeringa y tubos), des-
pués de llenar las dos bolsas, 0.75 L/min de aire medicinal durante 15 minutos (Figura
4). Con ello la concentración de ON a la salida del circuito es inferior a 0.004 ppm. Se
hizo antes de cada determinación.

Estabilidad de las concentraciones de ON y O2N con el tiempo:

Fue necesario un estudio experimental para demostrar que las concentraciones
del ON y del O2N se mantienen en el gas recogido en las bolsas durante 1-1,5 h, tiempo
suficiente para trasladar las bolsas rellenas desde cualquier hospital hasta el 
Clínico-Villarroel, donde estaba ubicado el aparato de quimiolumiscencia, que no se
puede movilizar.
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Se introdujo en las bolsas una mezcla de 0,5 litros de ON a 0,420 ppm y 2 litros
de aire medicinal. Se determinó el ON y O2N a la salida de las bolsas ya llenas, mien-
tras se seguía introduciendo la mezcla original. Después se cerraba el sistema de bolsas
durante 60-90 minutos. Pasado este tiempo se determinaba el ON y O2N a la salida.

Si las bolsas no perdían ni presión ni volumen (no “se arrugaban”) en el tiempo
de espera, los resultados no se alterarían. No obstante si esto sucedía (“se arruga-
ban”) las concentraciones de ON y O2N ascenderían por salida del nitrógeno del aire a
través de la pared de la bolsa. Por lo tanto estas bolsas deberían ser desechadas.

Los resultados experimentales mostraron que durante 1,5 horas unas bolsas no
perdían ni presión ni volumen con el tiempo de espera, con lo que las concentraciones
de ON y O2N permanecían estables.

No obstante, en algunas si existió pérdida de presión/volumen (las bolsas se
“arrugaban”), con lo que en el tiempo de espera, las concentraciones de ON y O2N ascen-
dían. TABLA 3.

Concentraciones de ON y O2N en las bolsas que mantenían presión/volumen:

ON O2N

Tiempo Inicio Fin Inicio Fin
80 minutos 0.043 0.047 0.006 0.004
85 minutos 0.045 0.046 0.004 0.004
90 minutos 0.046 0.046 0.005 0.005
75 minutos 0.041 0.042 0.003 0.004
80 minutos 0.043 0.043 0.004 0.004
85 minutos 0.043 0.042 0.003 0.003
75 minutos 0.043 0.046 0.004 0.004
80 minutos 0.044 0.045 0.003 0.003
75 minutos 0.046 0.046 0.003 0.003
Wilcoxon z= -1,467, p= NS z= -0.447, p= NS
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Concentraciones de ON y O2N en las bolsas que no mantenían presión/volumen:

ON O2N

Tiempo Inicio Fin Inicio Fin

75 minutos 0.046 0.052 0.004 0.008
70 minutos 0.040 0.045 0.004 0.004
70 minutos 0.045 0.054 0.004 0.003

Tabla 3. Concentraciones de ON y O2N en las bolsas.

Reproductibilidad intrasujeto:

Se realizó un experimento clínico con 24 recién nacidos de edad gestacional entre
las 31 y 41 semanas, de los cuales 14 fueron pretérminos moderados. Se estudiaron
entre los días 1 y 41 de vida. En 18 casos se realizaron las determinaciones por dupli-
cado y en 6 por triplicado. Las recogidas del ON se practicaron de forma consecutiva en
cada uno de los recién nacidos, sin que existieran cambios en su situación basal.

La variabilidad intrasujeto de las determinaciones del ONe se calcularon utili-
zando el coeficiente de variación porcentual que equivale al cociente de la desviación
estándar con la media y multiplicado por 100 (DS/media 5 100)

La media de la variabilidad del ON total espirado fue del 13.9%, con una varia-
bilidad máxima del 28.96%. TABLA 4.

Influencia del llanto y de la sedación del neonato en las cifras de ONe:

Con la finalidad de optimizar la recogida, el recién nacido debe de estar tranquilo
en el momento de la determinación, ya que un porcentaje de llanto superior al 10%
durante el proceso anula la exploración. Una de las posibilidades para tranquilizar al
neonato era la administración de sedación inmediatamente antes de empezar la 
recogida, mediante midazolam (0,2 mg/kg) sublingual, por lo que se analizó la influen-
cia de la misma en las cifras de ONe total.
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Caso Sexo PN EG Horas Peso EP N ONe ONe total CV
(Media) Media ± DS

1 F 3390 35 192 3180 36.1 2 0.029 10.11 ± 2.341 23.17

2 M 3570 38 96 3470 38.6 2 0.020 12.54 ± 1.973 15.73

3 F 2380 36 128 2280 36.8 3 0.025 5.27 ± 1.135 21.55

4 F 2600 36 111 2470 36.7 3 0.022 8.66 ± 1.806 20.85

5 M 3150 41 138 3090 42 3 0.015 7.02 ± 1.186 16.89

6 M 3320 40 128 3230 41.1 3 0.011 7.33 ± 0.984 13.43

7 M 3490 40 31 3370 40.2 2 0.012 3.67 ± 0.869 23.69

8 M 2390 38 58 2230 38.4 3 0.018 6.27 ± 1.213 19.34

9 F 2510 36 24 2390 36.1 2 0.012 6.30 ± 0.962 15.26

10 F 3600 40 28 3600 40.2 2 0.008 2.84 ± 0.085 2.99

11 M 1400 31 984 2190 36.9 2 0.016 8.07 ± 2.418 19.96

12 M 3760 41 81 3650 41.5 2 0.015 5.42 ± 0.212 3.90

13 M 3180 40 22 3170 40.1 2 0.008 2.54 ± 0.502 19.84

14 F 2510 36 24 2390 36.1 2 0.011 6.30 ± 0.961 15.25

15 M 2400 34 32 2340 34.2 2 0.008 3.87 ± 0.191 4.93

16 F 2790 35 39 4620 35.2 2 0.013 4.16 ± 0.481 11.56

17 M 3600 37 39 3500 37.2 2 0.009 3.33 ± 0.212 6.37

18 M 3850 37 31 3710 37.2 2 0.006 1.99 ± 0.339 17.03

19 M 2150 35 41 1980 35.2 2 0.012 5.95 ± 0.572 8.2

20 F 2032 35 71 1860 35.4 2 0.012 5.46 ± 0.707 13.0

21 M 2600 35 71 2600 35.4 3 0.011 4.97 ± 0.468 9.4

22 M 1880 35 39 1833 35.2 2 0.009 3.67 ± 0.056 1.5

23 M 3040 38 6 2950 38.0 2 0.013 5.82 ± 0.374 6.4

24 M 3200 38 67 3030 38.4 2 0.013 4.31 ± 0.509 11.8

Media: 13.9%    DS: 8.783    Máximo (media+2DS): 28.96

SEXO: Masculino (M), Femenino (F); PN: peso de nacimiento (gramos), EG: edad gestacional 
(semanas); Horas: edad postnatal (horas). Peso: peso actual en el momento determinación (gramos); 
EP: edad postconcepcional (semanas). N: número de determinaciones en cada caso. ONe: concen-
tración de ON espirado de ON (ppm). ONe total: óxido nítrico total espirado (nL/min 5 kg); 
CV: coeficiente de variación (%).

Tabla 4. Datos de los pacientes y variabilidad de las determinaciones.
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Para ello se compararon los resultados de otro experimento clínico con recién
nacidos de las determinaciones de ONe en 13 casos: 7 de ellos con sedación versus 6
sin ella. Se trató de recién nacidos sanos, con edades gestacionales comprendidas entre
31 y 40 semanas, que fueron estudiados entre el 1 y 23 días de vida. 

Los dos grupos de análisis fueron comparables, al no existir diferencias respecto
al peso de nacimiento, edad gestacional, horas de vida, peso y ON ambiental en el
momento de la recogida del gas espirado. TABLA 5.

Variable Sin sedación Con sedación P

(n=6) (n=7) U-Mann W

Peso nacimiento (g) 2391 (896) 3002 (409) NS

Edad gestacional (sem) 35.3 (4.84) 39.3 (0.49) NS

Horas de vida (horas) 328 (225) 125(99) NS

Vol. Tidal /kg (mL/kg) 8.31 (2.99) 5.60 (1.65) 0.116

Porcentaje de llanto (%) 49.8 (46.99) 0.85 (2.268) 0.008

ON ambiental (ppm) 0.079 (0.077) 0.113 (0.075) NS

ON espirado (ppm) 0.155 (0.0035) 0.016 (0.0056) NS

ONe total (nL/min 5 kg) 5.61 (1.664) 4.28 (1.011) 0.116

Tabla 5. Comparación entre las recogidas de ONe total según  la presencia de sedación neonatal. 
Media (DS).

En el grupo sin sedación no se observó correlación entre el total de ON espirado
y la edad gestacional, horas de vida al efectuar la recogida u ON ambiental, mientras
que sí existía una correlación significativa con el porcentaje de llanto durante la reco-
gida (r = 0.574, p = 0.04). Por ello se optó por iniciar una sedación en los recién naci-
dos, que siempre fue bien tolerada. FIGURA 10.

Los neonatos sedados mostraron un descenso significativo del porcentaje de
llanto (p = 0.008) y una clara tendencia a la disminución del volumen tidal/kg 
(p = 0.116) y del ONe total (p=0.116).
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Por tanto, el ONe total disminuye en el neonato sedado debido a la reducción
del volumen minuto respiratorio. En consecuencia la sedación no debe ser usada y, 
además, no suele ser necesaria si la recogida se efectúa en la primera hora tras la 
ingesta. 

Aparato de quimioluminiscencia:

Existen diferentes aparatos de quimioluminiscencia. Nosotros utilizamos el CLD
700 AL. ECHO Physiscs AG. Dürntern.

Características:
– Requiere una muestra mínima de 330 mL/min. 
– El límite inferior detectable es de 0.001 ppm. 
– Las escalas de ON son de 0.1 y 100 ppm. 
– El tiempo de respuesta es de 7 segundos.

ONe (nL/min 5 kg)

% DE LLANTO

r (Spearman) = 0,574; p = 0,04
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Figura 10. Correlación entre concentración de ON espirado y porcentaje de llanto.
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El aparato se calibró con una mezcla de ON de 0.420 ppm antes de iniciar las
determinaciones de las concentraciones de ON de los casos de cada día.

Análisis de los nitritos y nitratos en sangre y orina:

El análisis de los nitritos y nitratos en sangre se efectuó con una modificación
de la técnica fluorimétrica. Se basa en la reacción del 2,3-diaminonaftaleno con los nitri-
tos que, en condiciones ácidas, origina el compuesto fluorescente designado como 1-H-
naftotriazoleno. Se requiere una filtración como primer paso para evitar interferencias
con otros componentes del suero que se realiza en la Ultrafree MC colum (UFCH LGC,
Millipore Corp. Bedford Ma).

El límite de detección es de 0,01-50 micromol/mL.

Se requiere 1 mL de sangre para realizar la determinación. 

En la mayoría de los casos se aprovechó el pinchazo del talón del tercer día de
vida para el diagnóstico precoz, para la extracción del mililitro necesario. En otros casos
se practicó coincidiendo con determinaciones analíticas por otras causas (ictericia, hemo-
grama control por riesgo de infección o hipoglucemia.

Variables recogidas:

Las variables recogidas en la hoja de datos (Anexo 2) fueron las siguientes:
• Filiación.
• Antecedentes maternos: fumadora, ingesta alcohol.
• Antecedentes personales: tipo de parto, edad gestacional.
• Antecedentes patológicos: ictericia, riesgo infección, antibioticoterapia, otra

patología.
• Edad cronológica en el momento de la recogida.
• Frecuencia cardíaca, frecuencia respiratoria y tensión arterial en el momento

de la determinación.
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• Peso al nacimiento y peso actual en el momento de la recogida. 
• Duración de la recogida.
• Porcentaje de llanto.
• Volumen espirado en ml.
• Volumen / min 5 kg en mL / min 5 kg
• ON y O2N ambiental en ppm.
• ON y O2N espirado en ppm.
• ON y O2N espirado total en nL / min 5 kg.
• Nitritos y nitratos en micromol /L.
• Valores medios de las dos o tres determinaciones realizadas en las unidades

descritas:
– ONe
– Volumen / min 5 kg
– ONe total
– Coeficiente de variación en porcentaje.

L Análisis estadístico:

Los resultados obtenidos tras la realización de las determinaciones descritas, así
como el resto de variables mencionadas, han sido registradas en las hojas de datos
correspondientes, diseñadas a tal efecto.

Variables dependientes:

La principal variable considerada dependiente ha sido el ONe total por minuto y
kilogramos de peso en el momento de la determinación.

En diferentes partes del estudio, otras variables consideradas dependientes
han sido los nitritos y nitratos en sangre (micromol/L) u orina (micromol/L o micro-
mol/mol creatinina).
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Variables independientes:

La principal variable de clasificación fue la presencia o no de riesgo de infección
perinatal (sin riesgo en los neonatos sanos, bajo riesgo y alto riesgo).

La edad gestacional, el peso de nacimiento, las horas de vida, el tipo de parto
y el ON ambiental durante la determinación han sido consideradas otras variables inde-
pendientes.

Tratamiento estadístico:

Dado que en algunos subgrupos las muestras eran pequeñas, los resultados 
fueron dados como mediana (rango intercuartil).

El análisis estadístico se ha realizado mediante test no paramétricos: el test U de
Mann-Whitney para determinar las diferencias entre los recién nacidos pretérmino y a
término, y el test de Kruskal-Wallis para las diferencias en el ONe total entre los recién
nacidos sanos y los recién nacidos con bajo o alto riesgo de infección.

La correlación lineal se utilizó para reconocer las dependencias entre el ONe total
y otras variables cuantitativas independientes.

El análisis de la varianza fue el que permitió analizar las diferentes influencias
de algunos factores y covariables con las cifras totales de ONe.

El test de Wilcoxon fue usado para analizar longitudinalmente la evolución del
ONe total a lo largo de la primera semana de vida en un subgrupo de neonatos sanos y
en otro subgrupo de neonatos con alto riesgo de infección perinatal.

Una p inferior a 0,05 se consideró como significativa.
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RESULTADOS

Del total de los 166 recién nacidos recogidos en el estudio, 108 fueron neona-
tos sanos, 30 tuvieron bajo riesgo de infección y 28 tuvieron alto riesgo de infección
perinatal y fueron tratados con antibióticos. De estos últimos, ninguno presentó un
hemocultivo positivo y no fueron catalogados de sepsis.

L Validación de la técnica:

Sellado del sistema de recogida:

El ONe no se correlacionó con las cifras ambientales de ON (n = 166, r = 0,047,
p = 0,052), lo que indica que el sistema de recogida es válido en el sentido de que no
se contamina por el aire ambiental.

Reproductibilidad intrasujeto:

El coeficiente de variación de cada determinación de ONe osciló entre 0 y 27,3%,
con una mediana de 6,8% y un rango intercuartil entre 3,1 y 12,7%. El percentil 90 fue
17,3% y el percentil 95 alcanzó 19,6%.
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L Oxido nítrico espirado:

Recién nacidos sanos: relación ONe con tipo de parto, 
edad gestacional y horas de vida: 

De los 108 recién nacidos sanos, 63 (58.33%) fueron a término y 45 pretér-
mino (41.66%). Cincuenta y tres nacieron por cesárea (49.07%). Se distribuyeron, según
el parto fuera de tipo vaginal o por cesárea, de la siguiente manera. TABLA 6:

SANOS Parto vaginal Parto cesárea

A término n = 63 n = 31 n = 32
Pretérmino n = 45 n = 24 n = 21

Total n = 55 n = 53

Tabla 6. Distribución de los recién nacidos sanos.

Como resultados generales, las cifras de ONe total en recién nacidos pretér-
mino [n = 45; 4.17 (3.74 - 4.99) nL / min 5 kg] y en los a término [n=63; 4.50 
(3.56 - 4.99) nL / min 5 kg] no fueron significativamente diferentes y no hubo 
correlación entre el ONe total y la edad gestacional (n = 108, r = 0.020, p = 0.838).

Tampoco existió corrrelación entrre el ONe total y el peso de nacimiento 
(n = 108, r = –0.095, p = 0.327).

El ONe total también fue similar en los recién nacidos de parto vaginal que en
los nacidos por cesárea, [n = 55; 4.51 (3.67 - 5.16) nL / min 5 kg versus n= 53; 4.26
(3.64 - 4.77) nL / min 5 kg] respectivamente.

Es decir, los resultados globales de las concentraciones de ONe total 
(nL/min 5 kg), en los diferentes subgrupos de recién nacidos sanos no mostraron dife-
rencias significativas respecto al hecho de ser pretérmio o a término ni tampoco respecto
a la variable parto vaginal o por cesárea. TABLAS 7 y 8.
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Sin embargo, se constató una correlación significativa entre el ONe total y las
horas de vida (n = 108, r = 0.309, p = 0.001). Esto obligó a estratificar los grupos de
estudio según las horas de vida (< 36 horas, 37-72 horas).

El ONe total en el grupo global (n =108) fue de 4.37 (3.65 - 4.98) nL / min 5 kg.

n ONe total < 72 h.

Término 63 4.50
(3.56-4.99) NS

Pretérmino 45 4.17
(3.74-4.99)

Vaginal 55 4.51
(3.67-5.16) NS

Cesárea 53 4.26 
(3.64-4.77)

Tabla 7. Resultados de las determinaciones de ONe total respecto al tipo parto y edad gestacional.

Pretérmino A término P
(n=45) (n=63) U Mann-Whitney

Peso nacimiento 2435 3200 < 0.001
(gramos) (2180-2695) (2840-3440)

Edad gestacional 36 39 < 0.001
(semanas) (35-36) (38-40)

Horas de vida 39 28 NS
(horas) (22-53) (19-48)

Frecuencia resp. 45 50 NS
(respiraciones/min) (40-57) (42-58)
Volumen tidal/kg 11.3 10.0 0.017

(mL/kg) (9.3-13.7) (7.9-11.9)
Volumen minuto/kg 547.8 514.0 NS

(mL/Kg x min) (443.4-640.1) (443.0-560.0)
ON (ppb) 8.5 9.0 NS

(7-10) (7.5-10)
ONe total 4.17 4.50 NS

(nL/min 5 kg) (3.74-4.99) (3.56-4.99)

Tabla 8. Comparación de variables con la edad gestacional en recién nacidos sanos.
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Recién nacidos con bajo o alto riesgo de infección perinatal:

Los resultados globales de las concentraciones de ONe (nL / min 5 kg), en los
diferentes subgrupos de recién nacidos con riesgo de infección estratificado según las
horas de vida fueron los descritos a continuación. TABLA 9. 

Horas Neonato Bajo riesgo Alto riesgo Kruskal-Wallis
de vida sano (1) infección (2) infección (3)

Casos (n) 59 18 8

H. vida en la 20 18.5 24 NS
determinación (10-26) (15-23) (14-27.5)

< 36 horas
ON (ppb) 8.5 9.7 10 0.026

(7.0-9.5) (8.7-11.6) (8.1-13.9) 1-2*

ONe total 4.13 3.99 5.33 0.037
(nL/min x Kg) (3.5-4.7) (3.4-4.7) (4.5-7.2) 1-3, 2-3*

Casos (n) 49 12 20

H. vida en la 56 54 59 NS
determinación (42-69) (43.5-67) (47.5-68.5)

37-72 horas
ON (ppb) 9.0 10.5 18.2 < 0.001

(7.5-10.5) (8.1-13.1) (14.6-20.3) 1-3, 2-3*

ONe total 4.68 4.55 9.69 < 0.001
(nL/min x Kg) (4.1-5.3) (3.9-5.2) (7.6-11.1) 1-3, 2-3*

Mediana (rango intercuartil)
(*) Post-hoc: U Mann-Whitney

Tabla 9. Diferencias en los valores de ONe total en neonatos sanos, con bajo riesgo de infección y
con alto riesgo de infección, según horas de vida.

Los resultados obtenidos en comparación con los recién nacidos sanos, después
de estratificar todos los grupos en función de las horas de vida y mediante el test de
Kruskal-Wallis, muestran que los recién nacidos sanos, los de bajo riesgo de infección
perinatal y los de alto riesgo, presentan diferencias significativas, tanto si se exami-
nan antes de las 36 horas de vida como después, y tanto en las cifras de ONe en ppb
(p = 0.026) como respecto a las cifras de ONe total (p = 0.037). Las diferencias son
especialmente significativas entre los recién nacidos sanos o con bajo riesgo de infec-
ción frente a los neonatos con alto riesgo de infección (Figura 11).
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El análisis univariado de la varianza de las cifras de ONe total en relación a
dos factores (nivel de riesgo de infección y horas de vida) y tres covariables (peso al 
nacimiento, edad gestacional y ON ambiental) mostró que el modelo era adecuado 
(R2 corregida = 0.530, p < 0.001) y que el único factor con significación fue el nivel
de riesgo de infección (sano, bajo riesgo, alto riesgo; p < 0.001).
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Figura 11. ONe total en recién nacidos sanos y con bajo o alto riesgo de infección perinatal, según las horas
de vida.
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Influencia de las horas de vida en el ONe total:

Al llevar a cabo un estudio longitudinal en 29 neonatos sanos nacidos por 
cesárea, se observó un aumento significativo del ONe total en la segunda determina-
ción después de las 72 horas de vida (6.18 (5.11-7.67) nL / min 5 kg) versus 5.52 
(3.69-5.03) nL / min 5 kg; p < 0.001 mediante el test de Wilcoxon). (Tabla 10).

n ONe total n ONe total Test Wilcoxon

<72 h. 72-168 h.

Recién
29

5.52
29

6.18
p < 0.001nacidos sanos (3.69-5.03) (5.11-7.67)

Tabla 10. Aumento de las cifras de ONe total en la segunda determinación en el estudio longitudinal
de recién nacidos sanos.

Otro estudio longitudinal en neonatos con alto riesgo de infección perinatal mos-
tró también un aumento en las cifras de ONe total con las horas de vida, que no llegó a
ser significativo (Tabla 11).

n ONe total n ONe Test Wilcoxon

< 72 h. 72-168 h.

Alto riesgo
28

7.95
28

10.2
NSde infección (6.18-10.82) (6.49-12.33)

Tabla 11. Resultados de las determinaciones evolutivas del ONe total según horas de vida en el alto
riesgo de infección.
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L Nitritos y nitratos en sangre:

Recién nacidos sanos:

No existieron diferencias significativas en las cifras de nitritos y nitratos en 
sangre en cuanto a la edad gestacional entre los a término (n= 56; 34 (22.3 – 50.0)
micromol / mL) versus los pretérmino (n= 33; 34 (24.3 - 43.5) micromol / mL) 
respectivamente.

Tampoco existieron diferencias en cuanto al tipo de parto vaginal (n=46; 
34.5 (22.9-43.25) micromol/mL) o por cesárea (n=43; 29 (24.1 – 53.0) micromol/mL).
TABLA 12.

n Nitritos sangre
(micromol/L) P

Término 56 34

(22.3-50.0)

Pretérmino 33 34 NS

(24.3-43.25)

Vaginal 46 34.5

22.9-43.25

Cesárea 43 29 NS

24.1 – 53.0

Tabla 12. Nitritos y nitratos en sangre (micromol/L) en los recién nacidos sanos.

No existió correlación entre los nitritos en sangre y las horas de vida del recién
nacido sano (n = 89, r = 0.045, p = 0.673). 
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Recién nacidos con bajo o alto riesgo de infección perinatal:

Los valores de nitritos y nitratos en sangre mostraron diferencias significativas
entre el global de los grupos (sano, bajo riesgo de infección y alto riesgo), con p = 0.043,
a expensas de diferencias entre el grupo de alto riesgo y los otros dos (p = 0.038 entre
sano y alto riesgo de infección y p = 0.016 entre bajo y alto riesgo de infección). 
TABLA 13.

n Nitritos sangre P

Sano
89

34.0

(24.1-48.0)

NS

Bajo Riesgo
28

29.5
0.038

infección (21.1-42.5)

Alto riesgo
22

45.5 0.016

infección (31.7-68.0)

Kruskal-Wallis P= 0.043

Tabla 13. Nitritos y nitratos en sangre (micromol/L) en los recién nacidos sanos y con bajo o alto
riesgo de infección.

Relación nitritos y nitratos en sangre y ONe total:

El ONe total tampoco correlacionó con los niveles de nitritos y nitratos en san-
gre (n = 89, r = –0.114, p = 0.285).

L Nitritos y nitratos en orina:

El estudio de los nitritos y nitratos en orina de los recién nacidos sanos, así como
los nitritos y nitratos en orina corregidos por la creatinina (nitritos y nitratos/creatinina
orina) dieron los siguientes resultados. TABLA 14.

J
J J
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n Mediana Intervalo intercuartil

Nitritos y nitratos orina 21 226.0 134.4-279.6

Nitritos/creatinina orina 21 0.592 0.242-0.860

Tabla 14.- Resultados nitritos y nitratos en orina y nitritos y nitratos/creatinina en orina.

No existió diferencia significativa respecto a los nitritos y nitratos en orina entre
los recién nacido a término [n = 14; 253.5 (150.75-302.6)] y los pretérmino [n = 7;
161.0 (91-230)] con una p= 0.067, ni tampoco respecto a los nitritos y nitratos/crea-
tinina en orina en los a término [n= 14; 0.561 (0.193-1.012)] versus [n= 7; 0.70 (0.28-
0.72)] en los pretérmino.

Existió una muy escasa correlación entre los nitritos y nitratos/creatinina en
orina y las horas de vida (n= 21; r= 0.489; p= 0.024).

No existió correlación entre los nitritos y nitratos en sangre y los nitritos y nitra-
tos/creatinina en orina (n = 21, r = 0.092, p = 0.690), ni entre nitritos y nitratos en
sangre y nitritos y nitratos en orina (n = 21, r = 0.120, p = 0.604).
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DISCUSIÓN

L Pacientes:

Uno de los primeros criterios de selección de pacientes fue las horas de vida en
que se debía realizar la determinación. Inicialmente se estableció en tres días, dado que
es el tiempo universalmente aceptado para diagnosticar la sepsis neonatal precoz.

Dado que se observaron diferencias en las determinaciones de ONe total en 
función de las horas de vida, tuvieron que estratificarse los grupos de estudio en < 36
horas y 37-72 horas. Existió sin embargo un subgrupo de neonatos sanos y otro con
alto riesgo de infección en los que se realizó una segunda determinación entre los 5 y
7 días de vida. Para estos casos se escogieron recién nacidos por cesárea, ya que su
estancia hospitalaria por causa materna se sitúa en este rango de tiempo, o recién 
nacidos por parto vaginal en que se demoró el alta por motivos menores (pérdida de
peso, dificultades en la alimentación…) o por causa materna. 

Para determinar los valores de normalidad del ONe total, hubo que diferenciar
entre los pretérmino y los a término. El hecho de establecer el nivel de corte de la pre-
maturidad en las 34 semanas de edad gestacional fue debido a varios motivos. En pri-
mer lugar, la patología asociada a edades gestacionales menores se incrementa signifi-
cativamente, siendo éste uno de los factores de exclusión de nuestro estudio. Por otra
parte, la mascarilla utilizada para nuestras determinaciones no hubiera sido la apropiada
para una edad gestacional menor. Además, el menor peso asociado a la prematuridad
hubiera condicionado un tiempo de recogida mucho mayor para conseguir el volumen
de gas espirado suficiente para realizar las determinaciones, con el consiguiente aumento
de la dificultad para la recogida.
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Se decidió distinguir entre los recién nacidos por parto vaginal y los por cesárea,
dada la hipótesis de que la colonización en las fosas nasales sería mayor en los prime-
ros, por los datos que existían de la bibliografía previa4,6.

Inicialmente, se consideró como muestra estadísticamente suficiente un número
de casos de unos 30 para cada grupo de recién nacidos sanos (n = 120 ya que se estra-
tificaron en 4 grupos). Sin embargo, el hecho de hallar diferencias significativas res-
pecto a la variable horas de vida, obligó a realizar un subestudio longitudinal en 29
recién nacidos, a fin de observar como variaban los niveles de ONe total en función de
las horas de vida en el momento de la recogida.

Por lo que respecta al grupo de recién nacidos con riesgo de infección, la 
clasificación inicial tampoco se mostró útil. Se diferenciaba entre los que tenían el 
antecedente de bajo o alto riesgo de infección y en función de ello se consideraba si 
recibían tratamiento antibiótico o no. Sin embargo, esto implicaba la existencia de
subgrupos en los que pese al alto riesgo de infección o corioamnionitis no debían llevar
antibioticoterapia, lo cual hubiera sido éticamente inaceptable.

El hecho de no aceptar la existencia de otras patologías que no fueran las 
relacionadas con la infección, fue debido a que el ON está implicado en un sinfín de pro-
cesos fisiopatológicos por lo que debía evitarse dicho sesgo.

Tampoco se aceptaron los recién nacidos sometidos a ventiloterapia por el tipo
de metodología que utilizamos en la recogida de la muestra, así como por implicar otros
estados de enfermedad.

Los neonatos que recibieron oxigenoterapia ambiental también se excluyeron
ya que el oxígeno tiene la capacidad de realizar fenómenos de oxidación a nivel 
pulmonar que pueden inducir la actividad de la ON sintasa. En el estudio de Arkovitz67

se demostró que la hiperoxia aumentaba los nitritos y nitratos en el lavado 
broncoalveolar, representando la producción de ON a este nivel. En sentido contrario,
la hipoxia disminuye la producción de ONe68.
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L Material y metodología:

En el momento de la determinación del ONe total nuestra metodología permite
conocer el tiempo de recogida y el volumen total espirado, por lo tanto ni el espacio
muerto del sistema de recogida, ni los pequeños cambios en el flujo espiratorio son impor-
tantes, dado que la baja concentración de ONe debida a la dilución es contrarrestada por
el alto volumen total recolectado.

En el trabajo de Schedin y col43, 44 el sistema de recogida del ONe se basa en
un tubo con pequeños orificios y una llave de tres pasos que permite una aspiración
continua o interrumpida del gas de una de las fosas nasales (mientras el recién nacido
respira a través de la otra). Los autores miden los picos de ON después de diferentes
tiempos de oclusión y de distintas concentraciones basales de ON y para ello utilizan un
sistema de corto tiempo de respuesta. A partir de las concentraciones basales de ON y
de la determinación del flujo en una fosa nasal, ellos estiman la tasa nasal de excreción
de ON. Sin embargo nuestra metodología trata de determinar con mayor exactitud la
producción total de ON, eliminando la contaminación del ON ambiental (superior a 0.013
ppm en nuestra maternidad).

Reciéntemente, Artlich et al46, 58 han descrito una nueva tecnología en recién
nacidos que permite separar el ON procedente de la vía aérea superior del de la infe-
rior, tanto en neonatos a término como en pretérmino. Sin embargo, la producción de
ON en la vía inferior puede estar alterada por la inhalación previa de altas cifras de ON
autoinhalado, al producirse picos de dicho ON. Por lo tanto, la determinación exclu-
siva mediante dicha tecnología del ON de producción en la vía aérea inferior sólo puede
ser aceptada en casos de respiración regular, sin picos previos de ON y con determina-
ciones normales del ON autoinhalado. Aún teniendo en cuenta estas premisas, la mejor
forma de calcular el ON espirado total broncoalveolar sería conocer la concentración
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de ON de la vía aérea inferior pero también considerando el volumen de gas espirado
por minuto. 

En el caso de la producción de ON en la vía aérea superior sería incorrecto 
despreciar los picos de ON autoinhalado, a no ser de estar seguro de un posible origen
gástrico. Dichos picos de ON son debidos, probablemente, ó a una respiración 
bradipnéica o superficial (originaría una acumulación del ON producido en la vía aérea
superior que podría ser autoinhalado con la siguiente respiración) o a una acumulación
nasal por una oclusión nasal transitoria o por obstrucción de los orificios del catéter
del sistema de recogida. Por lo tanto se deben recoger las determinaciones de todo el ON
autoinhalado, integrarlas, y a partir de aquí calcular el “ON total autoinhalado”. 

Estamos de acuerdo con Schedin et al44 en que el ON espirado total expresado
en nL / min 5 kg parece más adecuado que dar las determinaciones de ON como 
concentraciones en ppm o ppb69-71.

Existen otros estudios en niños en los que se utiliza una técnica similar a la 
nuestra. Visser72 analizó en niños con edades entre los 4 y los 14 años el ONe en la
mezcla de gas espirado durante 5 minutos de respiración normal. Sus resultados en con-
troles sanos son de 7 ppm de media con un rango entre 2 y 10 ppm y estos valores
aumentan de forma significativa en el caso de los niños asmáticos. Sus resultados
fueron superiores a los nuestros pero concordantes con el hecho de que las cifras de ONe
aumentan progresivamente con la edad73-74. Hadjikoumi, sin embargo, que utilizó una
técnica similar y la comparó con la técnica de exhalación contra resistencia, no obtuvo
valores discriminativos entre los controles y los asmáticos con la técnica de análisis de
la mezcla de aire75.

En el cálculo de las mediciones de ONe influye el volumen minuto del paciente
por lo que a mayor peso del recién nacido las cifras finales de ONe podrían verse 
falsamente incrementadas. Sin embargo, no existieron diferencias significativas entre
los pretérmino y los a término, pese a ser estadísticamente significativa la diferencia de
peso entre uno y otro. Esto es debido a que hemos analizado el ONe total, que incluye
en la determinación la variable peso, con lo que evita ese sesgo.
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Para conseguir que el aire inspirado no contenga óxido nítrico de la contamina-
ción ambiental, de las dos modalidades mencionadas se escogió la de introducir aire 
medicinal a través del tubo inspiratorio de una mascarilla facial, dado que era una 
metodología bien tolerada por el paciente y que permitía mantener la temperatura correcta
en el interior de la incubadora, sin riesgos de contaminación externa.

En la metodología de exhalación contra resistencia, utilizada en niños, también
se han hecho estudios al respecto. El respirar un aire libre de ON a través de un circuito
cerrado disminuía las cifras de ONe en niños asmáticos en comparación con si respira-
ban aire ambiental76. En trabajos epidemiológicos sobre el ONe se recomienda la utili-
zación de bolsas de aire libre de ON, de entre 1.000-2.000 ml según la edad, para res-
pirar en ellas previa a la determinación de ONe y evitar el sesgo de la contaminación
por ON ambiental77.

La estanqueidad del sistema de recogida se comprobó mediante la oclusión del
sistema con pinza y posterior aspiración, metodología sencilla y segura si se verifica
siempre previamente a la determinación, como nosotros  hicimos.

Las concentraciones de ON utilizadas para determinar si existía interacción del
óxido nítrico con el material fueron las más frecuentemente comercializadas, como las
de 420 ppm y 800 ppm, aunque a cualquier otra concentración la metodología sería
válida. En cuanto al tiempo de llenado de las bolsas, se estableció inicialmente de forma
arbitraria hasta constatarse empíricamente que con 3-4 minutos era suficiente. En el
caso de utilizar la variante de administrar 0.033 ppm la muestra se consiguió diluyendo
el ON de la botella original con aire medicinal. 

Se ha evidenciado que el material utilizado no interacciona con el óxido nítrico:
no se degrada ni se genera ON en el circuito.

La limpieza del óxido nítrico ambiental de dentro del sistema de recogida antes
de su aplicación al recién nacido se realizó con aire medicinal. El flujo de aire medici-
nal utilizado era lo suficientemente alto para un llenado rápido de las bolsas y a la vez
adecuado, para que la presión de llenado no fuera excesiva y lesionara a las mismas
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produciendo escapes o contaminaciones. Se consideró que las cifras de ON de 
0.002-0.004 ppm, a la salida del circuito, eran despreciables y que no alterarían los
resultados de las determinaciones de ONe.

Para permitir el transporte interhospitalario de las bolsas de recogida, era impor-
tante demostrar la estabilidad de las concentraciones de ON y O2N con el tiempo la mez-
cla introducida en las bolsas pretendia reproducir lo que sucede en el momento de la
determinación en el recién nacido: por una parte se introduce ON (el que generaría el
individuo pero a concentración mayor) y por la otra el flujo de aire medicinal que recibe
de forma continua el neonato. Los resultados mostraron que las concentraciones 
permanecían estables dentro del tiempo indicado. A partir de los 90 minutos las bol-
sas se “arrugaban” al perder presión y volumen y las determinaciones se invalidan.

La estabilidad de las concentraciones permitió la recogida de casos fuera del
recinto dónde teníamos ubicado el aparato de quimioluminiscencia. El hecho de que
algunas bolsas se “arrugaran” con el tiempo y, por tanto, dejaran de ser válidas, se debió
probablemente a algún defecto del material del sistema utilizado: poros en la pared de
las bolsas o deterioro de las mismas, o fugas no visibles en algún tubo del circuito.

Los sistemas de recogida del aire espirado, mediante un sistema de tubuladuras
con válvulas unidireccionales que conducen a un reservorio para ser transportado, tam-
bién se ha realizado en muestras de ONe de adultos78.

La reproductibilidad intrasujeto de la nueva metodología ya se había demostrado
en un estudio experimental de tipo clínico con 24 pacientes. La estimación de los resul-
tados en diferentes días de vida obedeció simplemente al hecho de que el recién nacido
estuviera en situación basal. Se realizaron dos determinaciones o tres consecutivas a fin
de constatar si se mejoraba la reproductibilidad intrasujeto. En el estudio experimental
la variabilidad fue de 13.9% con una desviación estándar de 7.53%.

A fin de analizar la influencia del llanto y de la sedación del neonato en las cifras
del óxido nítrico espirado se escogió el midazolam como sedante dado que es un 
fármaco con eficacia y seguridad demostradas en neonatología. La vía sublingual se 
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eligió dado que al tratarse de recién nacidos en situación basal no se disponía de 
ninguna vía IV. La vía intranasal es más molesta y además su administración coincide
con la vía de recorrido y producción del ONe por lo que se desestimó. Con la sedación
disminuyó el llanto pero también el volumen minuto y con ello el ONe total, falseando
los resultados. Además, la sedación no es necesaria si la determinación se realiza una
hora después de la ingesta en que el neonato está más relajado. Por todo ello se deben
rechazar todas las recogidas con un tiempo de llanto superior al 20% así como aquellas
recogidas de aire espirado realizadas con sedación.

El aparato de quimioluminiscencia utilizado se trata de un aparataje de fácil
manejo y aprendizaje aunque con algunos inconvenientes. Por su tamaño no es 
fácilmente trasportable, por lo que se investigó sobre el trasporte de las bolsas de 
recogida como se ha comentado. Requiere una calibración continua, que en nuestro 
trabajo fue siempre previa a las determinaciones para eliminar cualquier interferencia
en los resultados. El sistema utilizado CLD 700 AL. ECHO Physics AG - Postfach. 
CH - 8635. DÜRTEN) es lento pero es muy sensible y con un límite de detección (0.001
ppm) apto para las cantidades de ONe que esperábamos encontrar pese a que se 
necesitaría mayor resolución para la determinación de otros tipos de ON como el de 
producción alveolar.

Existen otros aparatos de quimioluminiscencia todavía más sensibles y 
rápidos como el LR-200. Logan Research Ltd. Rochester UK con un límite inferior 
detectable también de 0.001 ppm pero tan sólo necesitan una muestra mínima de 
50 mL/min con unas escalas de detección de ON de 0.05, 0.5 y 5 ppm con un tiempo
de respuesta inferior a 0.5 segundos. 

El detector Luminol/H2O2 por quimioluminiscencia79 es una nueva técnica para
la detección del ONe. Se basa en la oxidación del ON a O2N utilizando el trióxido de
cromo y la posterior reacción de éste O2N con una solución alcalina de luminol/H2O2

capaz de ser detectada por quimioluminiscencia. La presencia de H2O2 aumenta la sen-
sibilidad de la detección de ON en unas 20 veces. El límite de detección es de 0.3 ppb
con un tiempo de respuesta de 2 segundos y tiene un menor tamaño.
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Se han descrito otro tipo de metodologías para el análisis del ONe distintas de la
quimioluminiscencia como la espectroscopia por resonancia magnética laser. Esta 
técnica se basa en la determinación del ON mediante isótopos selectivos y es capaz de
determinar concentraciones mínimas de gas en breves períodos de tiempo. No tiene 
aplicación clínica por el momento80.

El análisis de los nitritos y nitratos en sangre y orina se efectuó con la técnica
disponible en nuestro centro de análisis (laboratorio de análisis hormonales del Hospital
Clínico) que además resulta ser la de mejor sensibilidad y relación coste-beneficio. El
hecho de precisar solamente de 1 ml de sangre para la determinación supuso que se
pudieran aprovechar las muestras de sangre practicadas con otras finalidades. Con esto
se evitó pinchar expresamente al recién nacido sólo para realizar la medición de los 
nitritos y nitratos.

En el caso de las muestras de orina se tuvo en cuenta la corrección de los 
resultados con el cociente de creatinina a fin de afinar al máximo las mediciones.

L RESULTADOS

Se ha demostrado que el resultado del sistema de recogida es validable ya que
no se contamina por el aire ambiental, al no existir correlación entre las concentracio-
nes de ON de ambos. Si existiera contaminación, especialmente en lugares con cifras
ambientales tan elevadas como donde se realizó el estudio, invalidaría de entrada el 
sistema.
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La metodología utilizada33 muestra una variabilidad intrasujeto en las cifras de
ONe total inferior a los de los experimentos previos.  En el presente estudio la media fue
sólo de 6.8% (IQR: 3.1%-12.7%) y una máxima de 28.96%67. Nuestra variabilidad es
similar a la recogida en otras mediciones de mecánica pulmonar en recién nacidos sanos,
mediante sistemas computerizados81. Dichas variaciones pueden ser, como ya hemos
mencionado, por el procedimiento, o por los cambios fisiopatológicos del recién nacido.
Por esta razón es conveniente repetir la determinación si el coeficiente de variación es
superior al 29%66, siendo obligada la práctica de una doble o triple recogida. Como cifra
válida de ONe se aceptará la media de las mediciones practicadas. Sin embargo, el 
entrenamiento facilita la realización de dichas determinaciones.

Nuestro estudio mide el ON total eliminado por el recién nacido a través de la
boca y de la nariz, por lo que representa principalmente el sintetizado por la nasofaringe
y, en menor proporción, el del tracto respiratorio inferior, dado que la producción bucal
es escasa24. En los recién nacidos, ya ha sido previamente mencionado que el llanto
incrementa el ONe total65. El paso de ON de la cavidad gástrica podría también incre-
mentar las determinaciones cuando se produce en grandes cantidades (0.8-6 ppm) en
medio ácido29. Quizás este fenómeno pudiera explicar los picos de ON cuando el recién
nacido llora o deglute43. Sin embargo, como ya hemos comentado, la sedación del recién
nacido reduce las cifras de ONe total66 falseando los resultados. 

Es conocido82-83 que los recién nacidos pretérmino tienen el mismo volumen tidal
por kilogramo que los recién nacidos a término. En nuestro estudio, el volumen tidal
(volumen minuto dividido por la frecuencia respiratoria) por kilogramo resultó estar en
el límite alto de la normalidad en ambos grupos (11.8 mL/kg en los recién nacido pre-
término y 10.2 mL/kg en los a término) y esto en los dos grupos diferenciados por el
tiempo en que se recogió la muestra (menos y más de 36 horas de vida). Estas cifras
elevadas podrían corresponderse a la estimulación de quimiorreceptores por parte del
CO2 retenido en el espacio muerto de la máscara que se va reinhalando.

Los valores de ONe, –como ya señaló Schedin–27 son sin embargo mayores que
los descritos en adultos (69 ± 14 nL/min17).
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Esto explicaría el aumento significativo del ONe total comparando entre el grupo
de recién nacidos de menos de 36 horas de vida y el de más de 36 horas de vida. 
Estos hallazgos obligaron a estratificar el estudio de acuerdo con las horas de vida para
descartar que la causa no fuera que la mayoría de las determinaciones practicadas
después de las 36 h de vida se realizaban en neonatos con alto riesgo de infección 
sometidos a antibioterapia. Schedin y col describieron con anterioridad un aumento 
del 30% de las cifras de ONe en el primer día de vida43 y posteriormente a los 
4-7 días de vida44.

En nuestro estudio, el ONe fue similar en recién nacidos pretérmino (8.5 ppm;
IQR: 7-10) y a término (9.0 ppm; IQR: 7.5-10), tal y como había descrito Schedin
con anterioridad y con cifras prácticamente idénticas a las descritas por Biban et al84

durante las primeras 48 horas de vida. Su estimación de la tasa de excreción de ON
nasal en recién nacidos a término a los 4-7 días de vida en 23 recién nacidos 
(6 a término y 17 pretérmino) fue de 0.11 nmol/min 5 kg, que equivaldría a 
2.64 nL / min 5 kg. Se ha de considerar que esta determinación de ON se obtiene 
solamente del análisis de una fosa nasal. Para calcular el ONe total esta cifra debería,
como mínimo, ser doblada, suponiendo que la producción de ON es similar en ambas
fosas nasales. El resultado que se obtendría de dicha suma sería de 5.28 nL / min 5 kg,
cifra ligeramente inferior a nuestros resultados en el grupo de más de 36 horas de vida
(media de 6.3 nL / min 5 kg). Sin embargo, hemos de tener en cuenta que en nues-
tras determinaciones existe una parte de ON que procede de la producción bucal (aun-
que sea mínima, existe) y otra de la vía respiratoria baja, proporciones que incremen-
tarían ligeramente las cifras de ONe en nuestro caso.

Existe un estudio muy reciénte de Aikio85 en que se realizó la recogida de ON
en recién nacidos con patología respiratoria (distrés respiratorio y enfermedad 
pulmonar crónica). La importancia del trabajo reside en que se analizó el ON exhalado
(determinación de las cifras de ON prodecentes de las vías respiratorias inferiores, a 
través de un tubo de intubación situado a nivel orotraqueal) además de las cifras del ON
espirado (mediante la recogida de ON a través de la fosa nasal que quedaba 
libre). Comprobó que el ON nasal era significativamente superior al ON procedente de
las vías respiratorias altas como era de esperar. También evidenció que en el 
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grupo de análisis del ON exhalado las cifras dependen del flujo espiratorio: en las 
respiraciones que eran asistidas, y por tanto producían volúmenes tidales mayores, 
las determinaciones de ON eran superiores, dato a considerar en posteriores análisis
mediante este sistema de recogida. Analizando las cifras de ON con respecto a las horas
de vida resultó que aquéllas aumentaban durante la primera semana de vida, en el grupo
de recién nacidos a término, y durante las 24-48 horas de vida en los neonatos pre-
término, coincidiendo con los estudios de otros autores comentados anteriormente y con
los nuestros. Otro dato importante fue que las cifras de ON correlacionaban positiva-
mente con la gravedad de la enfermedad pulmonar crónica, confirmando una vez más
la utilidad de la determinación del ON en los procesos inflamatorios. 

Nuestro estudio mostró que en las situaciones de riesgo de infección perinatal y
en los tres primeros días de vida, las cifras de ONe total se incrementaban, con una 
tendencia a ser aún mayores en el caso de existir un antecedente de alto riesgo de 
infección. Probablemente esto sea debido a una mayor contaminación de las vías 
respiratorias superiores, especialmente de las fosas nasales y senos paranasales, 
causada por una contaminación o infección del líquido amniótico, del canal del parto o
de la zona perineal materna. Actualmente no es posible cuantificar la colonización 
bacteriana de acuerdo con las diferentes partes de las fosas nasales y de la vía respira-
toria inferior, y aún menos de los senos paranasales donde se produce el ON24-26.

El estudio longitudinal, en los recién nacidos con alto riesgo de infección 
perinatal, mostró que las cifras de ONe total tendían a aumentar pese al tratamiento
antibiótico. Lundbeg25 y col tampoco encontraron cambios en las cifras de ONe después
de una semana de antibioticoterapia en adultos.

No se han demostrado diferencias entre los niveles de nitritos y nitratos entre
los pretérmino y a término en recién nacidos sanos ni tampoco en función del tipo de
parto. Endo86 observó, en un grupo de recién nacidos sanos, que no existían diferen-
cias en las cifras de nitritos y nitratos respecto el tipo de parto (vaginal o cesárea) en
el momento del nacimiento. Sin embargo, a los 5 días el aumento en los niveles de nitri-
tos y nitratos era significativamente superior en los recién nacidos por parto espontá-
neo que en los procedentes de una cesárea.
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Estos datos podrían obedecer a que el factor aparentemente determinante para
la elevación de los nitritos y nitratos es la vasodilatación87, que conlleva una estimula-
ción de la ONs, y por tanto de sus productos de degradación. Quizás en los neonatos
nacidos por parto espontáneo los fenómenos de vasodilatación sean superiores, pero
éste fenómeno tardaría un tiempo en mostrarse y nosotros no lo hemos podido cons-
tatar al realizar la determinación de los nitritos y nitratos antes de las 72 horas de vida.

Inversamente a lo encontrado por nosotros, Endo y col93 describieron un aumento
de la síntesis endógena de ON (nitritos y nitratos en suero) desde el nacimiento hasta
los cinco días de vida. 

Tampoco se ha demostrado relación entre las cifras de ONe total y las de 
nitritos y nitratos en sangre de recién nacidos con riesgo de infección como se ha podido
constatar en el estudio de Biban84. Sin embargo, ninguno de nuestros recién nacidos se
catalogó de sepsis, la cual podría incrementar el ON endógeno, expresado por un aumento
de las cifras en sangre de nitritos y nitratos88. En el estudio de Biban84, con resultados
parecidos a los nuestros, los pacientes también eran recién nacidos sanos y por tanto,
no sépticos.

Neilly89, Wong90 y Carcillo91 sin embargo, demostraron que las cifras de nitri-
tos y nitratos en los pacientes con septicemia eran significativamente superiores a las
de los controles sanos, especialmente en los que presentaban hipotensión. Doughty92

también observó un aumento en los niveles de nitritos y nitratos en sangre en 
relación con los procesos sépticos que se acompañan de fallo multiorgánico y Baines17

comprobó un aumento de los nitritos y nitratos en pacientes con sepsis meningocócica,
y de forma significativamente superior cuanto más grave era el proceso infeccioso y
mayor repercusión hemodinámica tenía.

La ausencia de correlación en nuestro estudio entre las cifras totales de ONe y
los nitritos y nitratos en sangre podrían sugerir, en primera instancia, que la síntesis
de ONe no está relacionada con la producción endógena de ON, probablemente por ser
debido a una producción independiente, secundaria a una colonización progresiva de la
vía aérea respiratoria superior con el tiempo, tal y como postulaba Biban. Sin embargo
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ya se ha comentado como podrían actuar los fenómenos de vasodilatación en el 
apartado anterior.

También podría ser debido a la falta de casos de sepsis neonatal en nuestra serie:
de la misma manera que hemos comentado para la falta de correlación entre los 
nitritos y nitratos en sangre y el riesgo de infección, podría ocurrir que sólo en los casos
de sepsis como tal existiera un aumento importante del ON endógeno y de sus 
productos de degradación (nitritos y nitratos) y quizás también del ONe total.

Las cifras determinadas de nitritos y nitratos en orina coinciden con las publi-
cadas en la literatura pese a la dispersión de los valores94-96. La causa de la dispersión
de valores fue probablemente secundaria a que la orina de los recién nacidos se recogió
mediante bolsa urinaria. Esta metodología es poco fiable debido a las pérdidas urinarias
que pueden ocurrir por fuga del sistema recolector, especialmente en neonatos de sexo
femenino por su anatomía uretral. 

No encontramos diferencias significativas entre los pretérmino y los a término,
si bien existió una tendencia (p =  0.067) a un mayor nivel en los a término. Tsukahara94

halló diferencias significativas en las cifras de nitritos y nitratos en orina con respecto
a la edad gestacional, pero con resultados mayores en los pretérmino. 
El mismo autor detectó que a medida que aumentaba la edad (población entre 1 y 
17 años) disminuían las cifras de nitritos y nitratos en orina95. Del mismo modo Dzik96

encontró cifras en orina significativamente mayores en los pretérmino que en 
los a término. Estos datos podrían sugerir una activación del circuito del ON en los 
neonatos prematuros.

Honold97 atribuyó sus resultados (equiparables a los ya mencionados) a la mayor
metabolización del ON en los eritrocitos del neonato que en el adulto.

En la misma línea Tsukara98,99 determinó las cifras de nitritos y nitratos en orina
durante los primeros 4 días de vida en pretérminos y a término y encontró que la excre-
ción estaba significativamente aumentada en los pretérmino, atribuible al papel que
jugaría el óxido nítrico en la adaptación de la circulación en la vida extrauterina. En
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nuestro estudio no recogimos la variable horas de vida en el momento de la determi-
nación de los nitritos y nitratos en orina por lo que no podemos ofrecer datos sobre la
evolución de los nitritos y nitratos en orina con el tiempo.

Debido a la dispersión de los valores de nitritos y nitratos en orina, se suspen-
dió la recogida de más casos dada la poca fiabilidad de la recogida por bolsa como ya
se ha comentado. No se pudo establecer, por tanto, relación entre las cifras de nitritos y
nitratos en orina y riesgo de infección. Sin embargo, Ergenekon20, en un estudio 
realizado con recién nacidos sanos y otros con alto riesgo y diagnóstico de infección, 
concluyó que los nitritos y nitratos en orina eran un marcador muy específico de 
infección, aunque poco sensible. Uzuner19 también describió, en recién nacidos de bajo
peso, un aumento de las cifras de nitritos y nitratos en orina en el grupo de neonatos
sépticos (18.35 ± 11.16 micromol/mmol creatinina) vs el grupo control (4.01 ± 1.12
micromol/mmol creatinina).

La dispersión de los valores, pese a estar corregidos mediante el cociente 
nitritos y nitratos/creatinina en orina pudo provocar que no correlacionaran dichas cifras
con las de los nitritos y nitratos en sangre. En el estudio de Tsukara sí existió correla-
ción pero la recogida se realizaba mediante sondaje. En nuestro estudio no nos 
pareció ético realizar este tipo de recogida ya que se trató de neonatos sanos y éste es
un método invasivo y no exento de complicaciones.

Con la metodología utilizada para determinar el ONe total probablemente este-
mos analizando indirectamente el nivel de colonización de la vía aérea superior100. Esto
podría ser aplicado a diferentes estudios, particularmente en aquellas situaciones en las
que existe una alta contaminación o infección en la vía respiratoria alta del recién nacido.
Permitiría también el análisis que tienen sobre el neonato ciertas terapias aplicadas a la
madre en caso de infección/contaminación (antibioticoterapia local o sistémica) antes
o durante el parto.
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CONCLUSIONES

1. La nueva metodología utilizada para determinar el óxido nítrico espirado en
el recién nacido es útil, válida y reproducible.

2. La edad gestacional y el tipo de parto (vaginal o cesárea) no influyen en
las cifras de ONe total.

3. El ONe total aumenta proporcionalmente a las horas de vida del recién nacido,
por lo que existirán diferentes intervalos de normalidad en recién nacidos de
menos de 36 horas de vida [4.13 (3.5-4.7) nL/min 5 kg] respecto a los de
37 a 72 horas de vida [4.68 (4.1-5.3) nL/min 5 kg].

4. Los recién nacidos con alto riesgo de infección tienen valores elevados de
ONe total en las primeras 36 horas de vida (p = 0.037). Lo mismo sucede
si se analizan los de 37 a 72 horas de vida (p < 0.001).

5. El único factor con influencia independiente en las cifras de ONe total fue el
nivel de riesgo de infección (p < 0.001).

6. La edad gestacional, el tipo de parto (vaginal o cesárea) y las horas de vida
no influyen en las cifras de nitritos y nitratos en sangre.

7. Los neonatos con alto riesgo de infección presentan cifras elevadas 
de nitritos y nitratos en sangre (p = 0.043).

8. No se ha encontrado relación entre el ONe total y los nitritos y nitratos en
sangre.
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MODELO A FIRMAR POR LOS PADRES 
DANDO SU CONFORMIDAD 

PARA PARTICIPAR EN EL ESTUDIO

En el Hospital Clínic se está llevando a cabo un estudio para determinar el óxido nítrico
espirado en recién nacidos. Además de la evaluación clínica, deberá efectuarse la reco-
gida del aire espirado durante 2 minutos y una extrracción de 1 ml de sangre a cada
niño sujeto al estudio.

Puesto en antecedentes de las características del estudio, acepto que mi hijo

forme parte del mismo.

Firma del padre/madre Fecha:

Nombre:

Dirección:

Teléfono:
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NO ESPIRADO (ONe) EN EL RECIEN NACIDO

Nombre y apellidos

Edad gestacional semanas Peso nacimiento g Talla cm

Fecha nacimiento / / Hora Superficie corporal m2

Tabaquismo (no n pasivo n < 10 cig. n > = 10 cig. n Alcoholismo  sí n no n

Patología

GRUPO 1 (1 = sano, 2 = riesgo infección) GRUPO 2 (1 = término, 2 = pretérmino)

GRUPO 3 (1 = vaginal, 2 = cesárea) GRUPO 4 (1 = sin coriam., 2 = con corlo.)

GRUPO 5 (1 = sin atibi., 2 = con anti.) GRUPO 6 (1 = < 48 horas, 2 = 4-5 días)

1.ª EXPLORACION Día / / Hora Horas vida

Día semana Antibioterapia sí n no n Intubación sí n no n

Medicación

FR: /min. FC /min. TA: / ( ) Temperatura axilar º C

Peso actual g FIO2 % Fototerapia   sí n no n

Tipo de leche:  materna n artificial n kCal / kg / Día Horas desde toma

Resultados

Ambiente, 5 minutos: NO amb. = NO2 amb. = Recién nacido: NOe – 1 = NO2e – 1 =

Volúmen espirado ml Tiempo recogida min. Llanto segundos Volumen/min 5 kg ml/min 5 kg

NOe total = nl/min *kg Nitritos = nmol/ml

2.ª EXPLORACION Día / / Hora Horas vida

Día semana Antibioterapia sí n no n Intubación sí n no n

Medicación

FR: /min. FC /min. TA: / ( ) Temperatura axilar º C

Peso actual g FIO2 % Fototerapia   sí n no n

Tipo de leche:  materna n artificial n kCal / kg / Día Horas desde toma

Resultados

Ambiente, 5 minutos: NO amb. = NO2 amb. = Recién nacido: NOe – 1 = NO2e – 1 =

Volúmen espirado ml Tiempo recogida min. Llanto segundos Volumen/min 5 kg ml/min 5 kg

MOe total = nl/min *kg Nitritos = mol/ml

2.ª EXPLORACION Día / / Hora Horas vida

Día semana Antibioterapia sí n no n Intubación sí n no n

Medicación

FR: /min. FC /min. TA: / ( ) Temperatura axilar º C

Peso actual g FIO2 % Fototerapia   sí n no n

Tipo de leche:  materna n artificial n kCal / kg / Día Horas desde toma

Resultados

Ambiente, 5 minutos: NO amb. = NO2 amb. = Recién nacido: NOe – 1 = NO2e – 1 =

Volúmen espirado ml Tiempo recogida min. Llanto segundos Volumen/min 5 kg ml/min 5 kg

NOe total = nl/min 5 kg Nitritos = mol/ml

VALORES MEDIOS:

NOe = ppm Volúmen / min./kg = ml/min 5 kg

NOe total = ml / min. 5 kg DS = CV = %
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