Publicacién INCAP E-956

Arch, Latinoamer. Nutr. 28 (3): 301-317, 1978

EL USO DE PRUEBAS BASADAS EN EL ANALISIS DEL
AIRE ESPIRADO, EN ESTUDIOS NUTRICIONALES!

Noel W. Solomons2, Roberto E. Schneider?,
Roberto Garcia Ibdfiez?, Oscar Pineda? y Fernando E. Viteri3

Instituto de Nutricién de Centro América y Panama (INCAP)
Guatemala, C. A.

Con la colaboracién de
Eduardo Lizarralde4, Dale Schoellers, Peter Klein5
Irwin H. Rosenberg® y Doris Calloway’

Recibido: 30-9-77.

1 Estas investigaciones han sido financiadas parcialmente por los Institu-
tos Nacionales de Salud (NIH) de los Estados Unidos de América,
Bethesda, Maryland, y por la Nutrition Foundation, y la Josiah Macy
Jr. Foundation, ambas con sede en Nueva York, N. Y.

2,3 Cientificos y Jefe de la Divisién de Biologia y Nutricién Humana del
INCAP, respectivamente.

4  Jefe del Departamento de Cirugia Pedidtrica del Hospital Roosevelt,
Ciudad de Guatemala.

5 Miembros del Programa Argonne para la aplicacion de isdtopos estables
en medicina, Divisién de Medicina y Biologfa, Argonne National Labo-
ratory, Argonne, Illinois, E.U.A.

6 Cientifico de la Seccion de Gastroenterologia, Departamento de Medi-
cina, Pritzker School of Medicine, Universidad de Chicago, Chicago,
Illinois.

7  Miembro del Departamento de Nutricién de la Universidad de Califor-
nia, Berkeley, California.

Publicacion INCAP E-956.



302 ARCHIVOS LATINOAMERICANOS DE NUTRICION

RESUMEN

Hasta la fecha, las pruebas basadas en el analisis de los componentes
gaseosos del aire espirado han sido usadas para estudiar la absorcion intesti-
nal y el metabolismo intermediario de distintos nutrimentos. El presente
articulo constituye un resumen de estas pruebas, especialmente de aquéllas
que se basan en la medicion de CH,, H, y de CO, marcado isotopicamente
como indicador de la absorcion intestinal de carbohidratos, grasas y sales
biliares, asi como de ciertos aspectos del metabolismo intrahepético. Nuevas
técnicas, en las que se usa el espectrometro de masa, permiten la utilizaciéon
de isotopos estables como el carbono 13 en vez de isdtopos radiactivos como
el carbono 14, con la consecuente ausencia de radiacion. Se comenta en de-
talle la aplicacién de estas pruebas en el campo de la nutricion, haciéndose
especial énfasis en la ventaja que representa el hecho de que no son invasivas
ni radiactivas. Por lo tanto, su uso en el estudio de nios y mujeres embara-
zadas, en quienes los métodos de estudio convencionales representan unas
veces experiencias psicologicamente traumaticas, y otras, exposicion a mate-
rial radiactivo, ofrece grandes ventajas.

INTRODUCCION

Las ciencias de la nutricion deben incorporar y aprovechar
los nuevos avances que la tecnologia moderna les puede ofrecer, a
fin de continuar la basqueda efectiva de soluciones a los problemas
nutricionales y alimentarios. Recientemente se ha desarrollado en
el campo de la gastroenterologia un nuevo conjunto de pruebas
basadas en la determinacion de distintos gases en el aire espirado,
los cuales reflejan ciertos fendmenos metabolicos que ocurren tan-
to dentro como fuera de la luz intestinal (1, 2). En la actualidad,
la tecnologia de estas pruebas de aire espirado o de aliento estd lo
suficientemente desarrollada para permitir su uso en cl estudio de
problemas nutricionales, y alzunas de cllas estan siendo ya estudia-
das y sometidas a ensayo cn el Instituto de Nutricion de Centro
América y Panamd (INCAP) y en distintos centros del mundo.
Alzunos de los resultados obtenidos en el use y aplicacion de cstas
pruebas fueron dados a conocer en ocasion del 1V Congreso Lati-
noamericano de Nutricion (3).

El proposito del trabajo aqui descrito es presentar a la comu-
nidad cientifica latinoamericana que investiga los problemas de la
nutricion y la alimentacion, una breve revision de la tecnologia
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involucrada en las pruebas de aliento y discutir sus aplicaciones
potenciales en la investigacion de dichos problemas.

PRUEBAS DE ALIENTO

La base de estas pruebas es el andlisis del aire espirado, en el
que se miden cambios en la concentracién de moléculas gaseosas
especificas bajo distintas condiciones, los cuales reflejan indirecta-
mente fendémenos metabdlicos in vivo. Dentro de los gases medi-
dos en muestras de aire espirado se pueden mencionar biéxido de
carbono (CO,) marcado isotépicamente y monoxido de carbono
(CO), hidrégeno (H, ) y metano (CH, ) producidos enddgenamente
a partir de substratos naturales.

VENTAJAS DEL PROCEDIMIENTO

El uso de estas pruebas en investigaciones en seres humanos
ofrece un sinnimero de ventajas. En primer lugar, la obtencion de
muestras de aire espirado es ficil, inocua, segura y emplea técnicas
no invasivas. En nuestra experiencia, la colecciéon de aliento es
bien tolerada por nifios pequeiios y aceptada por los padres sin
ningin problema. En la investigacion de fenémenos fisioldgicos y
gastrointestinales, estas pruebas tienen un caricter menos invasivo
que otras convencionales que requieren la intubacién intestinal o
la obtencion de muestras de sangre. Ademads, las mismas general-
mente requieren menos tiempo que otras en las que se necesita
colectar cuantitativamente orina y heces. Todas estas caracteris-
ticas hacen, pues, de estas prucbas, instrumentos ideales para
estudios de campo.

En general, las muestras gaseosas son mds ficiles de guardar y
transportar que las de sangre, heces u orina. Las muestras de
aliento se pueden conservar por periodos largos cn tubos de ensa-
yo con tapon de hule corriente, jeringas de vidrio engrasadas y
bolsas hechas de un material plistico con aluminio (Mylar), sin
que haya cambios significativos en la concentrac:On de los gases
presentes en la muestra. En cicrtos casos, como sucede con la
medicion de hidrégeno, el método analitico que emplea cromato-
grafia de gas es relativamente barato, simple, y puede usarse aun
a nivel de campo.

Varios son los substratos usados hasta la fecha para estas
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pruebas. Asf, en individuos adultos se han utilizado compuestos
radiactivos marcados con 14C en dosis de 5 a 10 nCn. El114CO,
producido en el metabolismo de dichos substratos puede ser
atrapado y medido usando un contador de centelleo liquido.
Sin embargo, como se comenta mas adelante, nuestra experiencia
con el uso de un isétopo estable, tal com el 1 3C, en vez del is6to-
po radiactivo 14C, asf como las de otros investigadores, sugieren
que el primero debe sustituir al segundo cuando estas pruebas se
efectian en infantes, nifilos pequeiios, mujeres embarazadas y
mujeres en la edad fértil. Como es sabido, en estos grupos de
poblacién es preferible evitar el uso hasta de las pequeiias dosis
de sustancias radiactivas que requieren estas pruebas.
Originalmente, la mayorfa de ellas usaban sistemas cerrados
en los que las muestras de aire espirado se colectaban o analizaban
en forma continua. Posteriormente se descubrié que en lugar de
este sistema tan complicado se podria usar un método mds senci-
llo, consistente en obtener muestras de aliento a intervalos perio-
dicos después de la administracién de un substrato de prueba;
las concentraciones de las moléculas gaseosas en las distintas
muestras podrian integrarse posteriormente para obtener el area
bajo la curva a lo largo del tiempo, y asf una aproximacion de la
cantidad total espirada del metabolito, tomando en cuenta la
ventilacion total durante el periodo de coleccion. El método de
coleccion de muestras a intervalos periddicos se ha utilizado para
determinar la mayorfa de los gases presentes en el aire espirado y
ha simplificado el uso de estas pruebas en investigaciones de
campo, ampliando su aplicacidn al estudio de nifios pequeiios.

PRUEBAS BASADAS EN LA MEDICION DEL
CO, ESPIRADO

En afios recientes se ha logrado sintetizar ciertos compuestos
orgdnicos o nutrimentos que contienen un grupo funcional mar-
cado con carbono isotopico '3C 6 14C en una posicién precisa
por medio de una uniéon sobre la que actiia una enzima especifica
(unién blanco o target bond). El metabolismo de dicho compues-
to, ya sea por enzimas celulares o bacterianas, da origen a un
pequeiio grupo funcional que contiene el carbono marcado, el
cual es oxidado posteriormente en forma final a CO, (14CO, 06
13C0,) que aparece en el aliento. Su nivel de excrecion a lo largo
del tiempo puede ser usado como indice de la velocidad y propor-
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ciébn en que esta sustancia se ha metabolizado, asi como su destino
final.

A la fecha existe una serie de informes sobre diversas pruebas
basadas en la determinacion de 14CO, en el aliento. Se han lle-
vado a cabo varios ensayos para evaluar la absorcion de grasas
utilizando distintos tipos de moléculas de lipidos marcadas con
14C, que incluyen el triglicérido (acilglicerol) de cadena media
trioctanoina (trioctilglicerol) (4) asi como el triglicérido de cadena
larga tripalmitina (tripalmitilglicerol) (5). También se han investi-
gado estados de intolerancia a la lactosa empleando lactosa marca-
da con 14C (6, 7) y la velocidad de produccién de 1 4CQO, a partir
de una dosis de 14C-galactosa, con el propdsito de determinar la
funcidn hepdtica (8).

Una de las sales biliares, especificamente el glicocolato mar-
cado con 14C, ha sido usado extensamente para detectar la presen-
cia de proliferacion bacteriana en segmentos superiores del tubo
gastrointestinal, asi como en condiciones en las que la reabsorcién
de las sales biliares a nivel del ileon terminal esta alterada (9-13).
También se ha empleado la disminucion de la oxidacion del carbo-
no beta del aminoacido serina marcado con 14C, como un indice
clfinico de estados de deficiencia de folatos en el ser humano
(14).

Estudios de investigacion efectuados a través del Programa
Argonne sobre el uso de is6topos estables en medicina, han permi-
tido desarrollar técnicas para medir la cantidad de CO, presente
en el aire espirado usando distintos substratos marcados con el
is6topo estable !3C del carbono. El !3CO, puede separarse del
12CO, por su diferencia en masa molecular valiéndose de un es-
pectrOometro de masa de doble haz (15). La tecnologia requerida
es muy elaborada y cara, pero las muestras de aire espirado que
contienen 13CO, pueden atraparse y almacenarse usando solucio-
nes 2N de NaOH, o simplemente guardarse en tubos de ensayo con
tapones de hule. Aplicando esta tecnologia se ha logrado desarro-
llar una prueba muy sensible para medir la actividad de la lipasa
pancredtica en nifios con enfermedad fibroquistica, y que consiste
en administrar trioctanoina (trioctanoilglicerol) y dcido octanoico
marcados con 13C y obtener muestras de aliento (16). También
estd ampliamente documentada una prueba para detectar la pre-
sencia de deconjusacion de sales biliares a nivel del intestino admi-
nistrando una dosis oral de glicocolato marcado con '3C, la cual
compara favorablemente con otra que emplea el mismo substrato
marcado con '4C (17). En ambas se asume que la produccion



306 ARCHIVOS LATINOAMERICANOS DE NUTRICION

endogena de CO, es alrededor de 9 ug moles/kg/hora (18). La
dosis de la sal biliar marcada se administra después de tomar una o
dos muestras basales de aire espirado; luego se obtienen muestras
de aliento durante dos minutos cada hora por un periodo de 6
horas. Al entrar el glicocolato en contacto con las bacterias del
intestino, ya sea en el colon o en el intestino delgado, es deconju-
gado siguiendo la secuencia que se muestra en la Figura 1. Un
aumento de concentracion de 13CQO, en el aliento es indicador
de que el substrato ha sufrido una deconjugacién intestinal mayor
de lo normal.

Los autores del presente trabajo han utilizado la prueba de
deconjugaciéon de 13C glicocolato arriba descrita para evaluar la
capacidad de absorcion de sales biliares en niiios a quienes se les
habia efectuado una anastomosis ileocdlica temporal por haber su-
frido perforaciones tifoidicas a nivel del ileon terminal. La longi-
tud del ileon terminal excluido vari6 entre 10 y 100 cm. Se han
estudiado cinco de estos niiios, buscando un posible aumento en
la deconjugacién de sales biliares como consecuencia de la exclu-
sion del sitio de absorcion de estas sales biliares conjugadas. La
Figura 2 muestra uno de estos sujetos que presentaba un aumento
en la deconjugacién de 1 3C glicocolato.

Las pruebas disefiadas para medir la absorcién de dcidos gra-
sos de cadena larga y de sus acilgliceroles que se basan en la elimi-
nacion de !3CQO, a partir de la administracion oral de dichos
compuestos marcados con 13C, estin aiin en su fase experimental.
Estas vendrian a complementar las pruebas de aliento que requie-
ren el uso de sales biliares como substratos en el estudio de la
absorcion de grasas y de nutricién energética.

PRUEBAS DE ALIENTO PARA MEDIR LA
DIGESTION DE CARBOHIDRATOS

Ciertas bacterias de la flora gastrointestinal tienen la capaci-
dad de metabolizar carbohidratos, zenerando hidrozeno en la luz
del tubo digestivo (19-21). EIl hidrégeno producido es excretado
en cierta proporcion a través del aire espirado; por lo tanto, un
aumento de la cantidad de hidrogeno en el aliento después de la
administracion por via bucal, de un carbohidrato, indica que este
altimo no ha sido absorbido en forma apropiada. La concentra-
cion de hidrogeno puede medirse en el aire espirado usando un
cromatégrafo de gas. Originalmente este descubrimiento se
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Se aprecia, asimismo, la evolucion del CO, marcado isotopicamente.
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utilizé6 para evaluar el comportamiento de los distintos carbohidra-
tos presentes en diversos alimentos de la dieta (22-26). Mais ade-
lante se aplicé en pruebas clinicas para determinar intolerancia a
la lactosa (6, 7, 27-30), asf como intolerancia a la sucrosa (31);
también se ha utilizado para detectar proliferacién anormal de la
flora gastrointestinal (32). Hoy dia, gracias al desarrollo y la
simplicidad del sistema de muestreo peridédico, esta prueba es de
facil aplicacibn y muy bien tolerada aun por nifios pequefios
(33).

La eliminacién de H; en el aliento est4 siendo aplicada ahora
por el INCAP al estudio de distintos problemas nutricionales.
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FIGURA 2

Evolucioén de 13CO, después de la ingestion de 100 mg de 4cido glicocdlico
(13C—) en un niiio de 7 aiios con una derivacién de 100 ¢cm en el ileon
terminal. La prueba indica que en el colon existe una cantidad significativa
de deconjugacion bacteriana de sales biliares.
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Hasta la fecha se han empleado dos sistemas de andlisis por croma-
tografia de gas: a) usando un cromatégrafo modificado especial-
mente con un detector de ionizacién de helio (Varian Aerograph)
y, b) utilizando un cromatégrafo modelo S Quintron especial-
mente adaptado para el empleo de deteccién por conductividad
térmica para determinar hidrogeno. El primer método es extre-
madamente sensible, pero el equipo es caro y complicado; el
segundo método es menos sensible y menos reproducible pero el
equipo es muy barato, compacto, simple, ficil de operar y de sufi-
ciente exactitud y sensibilidad para efectuar pruebas clinicas.

Nuestra experiencia, asi como la de otros investigadores, ha
mostrado que la produccion basal end6égena de hidrégeno en el
periodo de ayuno es extraordinariamente estable en el ser huma-
no. Ademis, en el nifio la falta de absorcion de cantidades tan
pequeiias como 1.5 g de un carbohidrato no absorbible tal como
la lactulosa, produce cantidades ficilmente detectables en la con-
centracion de hidrégeno en el aire espirado al ser éste metaboliza-
do por las bacterias intestinales. Empleando la deteccion de
hidrégeno en el aliento en muestras periédicas (cada 30 minutos
por 6 horas) hemos podido comprobar que mas de 500/o de nifios
con desnutricién proteinico-energética de tipo edematoso a quie-
nes se administré una dosis de 1.75 g de lactosa por kg de peso en
solucién acuosa, presentd un alza significativa en la concentracién
de hidrégeno. Otro hallazgo importante en esta drea de investiga-
cién es que dicha anomalfa no desaparecié con la recuperacién
nutricional, lo que sugiere que la intolerancia a altas dosis de
lactosa se debe a una causa no nutricional (genética) presente
antes de que se desarrolle desnutricién grave, o bien a que dicho
defecto no se logra corregir ain varios meses después de que el
nifio alcanza replecién nutricional.

De interés fue notar, ademds, que al administrar la lactosa
en dosis equivalentes pero en forma de leche de vaca enriquecida
con lactosa en polvo, la concentracién y la cantidad total de hidré-
geno excretado en el periodo de 6 horas se redujo significativa-
mente. La Figura 3 muestra grificamente los resultados de estas
dos pruebas en un nifio de edad preescolar con intolerancia a la
lactosa, y muestra también como la excrecion de hidrégeno se
hizo mds lenta y menor al administrarle la lactosa con leche que
cuando se le dio en solucion acuosa. Es probable que la explica-
cion de este fenomeno radique en el hecho de que al administrar-
sele 1a lactosa con leche se produce un vaciamiento gdstrico mis
lento, esto permite un contacto més prolongado de la lactosa con
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Cambios en la concentracion de hidrégeno en el aire espirado, en un nifio con

intolerancia a la lactosa después de tomar 1.75 g de esta Gltima por kg de peso

e———e en solucion acuosa, y en leche entera 9-———0. Tanto la magnitud

como la velocidad de la excrecion de hidrogeno se encuentran reducidas
cuando la lactosa proviene de leche.
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la célula intestinal y, por consiguiente, con las enzimas digestivas,
especialmente lactasa, lo que favorece una mejor digestién de este
disacérido.

La aplicacion de estas pruebas al estudio de niiios pequeiios
ha puesto de manifiesto una serie de problemas metodoldgicos.
Se ha observado asi, por ejemplo, que un vaciamiento gaistrico
excesivamente lento (mayor de 6 horas) puede inducir una inter-
pretacion falsa de la prueba, ya que el substrato no llega al intes-
tino en este periodo. También se ha observado que durante el
suefio prolongado hay un alza en la concentraciéon de hidrégeno
espirado en respuesta a la administracion de una dosis de carbohi-
drato no absorbible, en relacion a lo que ocurre cuando el niiio
estd despierto (34). La administracién de antibiéticos previo a la
prueba puede eliminar la flora intestinal necesaria para producir
hidrégeno durante la fermentacion de los carbohidratos. Estudios
notificados por otros autores sugieren, sin embargo, que ciertos
antibiéticos aparentemente favorecen el crecimiento de una flora
productora de hidrogeno, con el resultante aumento de la excre-
cién de hidréogeno después de la administraciéon de un carbohidra-
to (35).

Las pruebas de hidrégeno en aliento por el método de mues-
treo peridodico se han aplicado también al estudio nutricional
del adulto. En informes previos se ha mostrado que la excre-
cién urinaria de D-xilosa durante un periodo de 5 horas es un
buen indicador de la morbilidad intestinal resultante de episodios
diarreicos a repeticién y condiciones muy pobres de saneamiento
ambiental (36). El hecho de que aun bajo condiciones éptimas
la D-xilosa se absorba tinicamente en un 629/o, permite que parte
de la misma pueda ser fermentada por bacterias intestinales y pro-
duzca un aumento en la eliminacion de hidrégeno por el aliento.
Esta situacién fue utilizada para complementar la prueba conven-
cional de D-xilosa (determinacién de D-xilosa eliminada por la
orina en 5 horas) con la medicion periédica del hidrégeno presente
en el aliento.

Por medio de esta prueba también se ha estudiado el grado
de eficiencia con que el aparato gastrointestinal de dos poblaciones
adultas que viven en condiciones de saneamiento muy diferentes
(adultos sanos de Norteamérica y adultos sanos del area rural de
Guatemala) utiliza dos dietas distintas, bien definidas. La primera
en forma liquida y con un coeficiente de digestibilidad muy alto
contenia harina de huevo, monosacdridos, aceite vegetal, minerales
y vitaminas, estando exenta de fibra. La segunda, con un alto
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contenido de fibra, estaba formada principalmente por maiz y
frijol asf como por otros alimentos de consumo corriente en el
drea rural de Guatemala.

Los resultados preliminares obtenidos sugieren que el apara-
to digestivo de los integrantes de cada grupo estudiado reaccioné
de manera distinta a las dos dietas administradas. Adn mis, el
volumen y el patron de excrecion de los gases intestinales fue
también diferente (Figura 4).
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FIGURA 4

Efecto producido por la ingesta de una dieta con bajo contenido (=——9)y
. o—20 e ., .  O=—=0.
otra con alto contenido (o___o) de fibra en la eliminacién diaria del hidré-
geno presente en el aire espirado de sujetos adultos del drca rural de
Guatemala,
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CONCLUSIONES

Existe una interaccién muy importante entre el estado nutri-
cional y la funcién gastrointestinal. La desnutricién proteinico-
energética en nifios se asocia con alteraciones en las funciones
digestiva y de absorcidn, relacion que ya ha sido objeto de exten-
sas revisiones (37-41). Por otro lado, existe evidencia de que la
malabsorcién subclinica de nutrientes es un problema prevalente
en las poblaciones de condicién socioeconémica pobre de paises
en vias de desarrollo, lo que disminuye la utilizacién de los nu-
trientes ingeridos (42). Estudios previos han demostrado también
que frecuentemente las infecciones parasitarias, bacterianas y
virales del intestino se asocian con grados variables de malabsor-
cion (43). La aplicacion de pruebas no invasivas, como las basadas
en el andlisis del aliento para estudiar el impacto de diversos gra-
dos de malabsorcién sobre el estado nutricional del ser humano,
tiene un gran potencial.

La incorporacion de los adelantos tecnolégicos que permiten
el uso de is6topos estables en las pruebas basadas en la deteccion
de CO, en el aire espirado, amplia la posibilidad de usar dichas
pruebas en grupos de poblacién en los que el uso de is6étopos
radiactivos constituye un riesgo o cuando el uso de radioisétopos
no es aceptado por condiciones culturales. A la fecha, la prueba
que permitird evaluar la absorcién de grasa usando substratos
marcados con 13C estd en su fase experimental, y se espera que
en un futuro préoximo pueda ser aplicada a estudios nutricionales.
El uso de taurocolato marcado con 13C como substrato para la
prueba de degradacién de sales biliares, la medicién de 13CO, en
el aire espirado a partir de 13C taurina como medida de la absor-
cion de aminodcidos, y el desarrollo de una prueba de aliento a
partir de 13C serina para evaluar el estado funcional de nutricion
de folatos, prometen ser pruebas atiles en estudios nutricionales
hasta ahora no factibles.

Las pruebas basadas en el andlisis de aliento agilizardn las
investigaciones nutricionales, especialmente a nivel de campo. En
general, el hecho de que dichas pruebas sean simples, seguras e
indoloras, y que el procedimiento de coleccién de muestras sea
de Indole no invasiva, las hace aceptables en cualquier cultura.
Ademads, las muestras de aliento son ficiles de transportar, alma-
cenar y procesar, factores que amplfan ain mads su aplicacién.

Esperamos que esta revision del aspecto tecnol6gico de las
pruebas basadas en el anilisis de aliento, asf como el intercambio
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de la experiencia acumulada en el INCAP con la comunidad Iatina
de nutricionistas, promueva y estimule la aplicacién de estas
pruebas en el estudio de los problemas nutricionales que aquejan
a nuestras poblaciones.

SUMMARY

THE USE OF TESTS BASED ON BREATH ANALYSIS
FOR NUTRITIONAL STUDIES

Tests based on the analysis of the gaseous components of expired air
have been developed to study intestinal absorption and intermediary metab-
olism of various nutrients. This paper reviews the breath-analysis tests based
on the measurement of CH,, H,, and isotopically-labelled CO, for studying
the intestinal absorption of carbohydrates, fats, and bile salts, and intra-
hepatic metabolism. New technology employing mass spectrometry allows
the use of the stable isotope, carbon-13, instead of the radioactive isotope,
carbon-14, for CO, breath tests. The nutritional application of the breath-
analysis tests is discussed, and the advantages of the non-radioactive, non-
invasive procedures, especially for use in children and pregnant women in
whom standard investigational methods represent a discomfort or a radio-
active hazard, are emphasized.
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