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Introduzione: Sebbene esista una stretta correlazione tra fumatori di sigaretta da lungo tempo,
infiammazione polmonare e BPCO, gli sforzi per identificare la popolazione a rischio di svilup-
pare BPCO non hanno dato, sino ad ora, risultati soddisfacenti. Per questo, I'indagine non inva-
siva ed il monitoraggio dei biomarcatori dell’infiammazione polmonare in giovani fumatori sani
puo essere di aiuto in questo studio.

Obiettivi dello studio: Lo scopo di questo studio era quello di determinare la concentrazione
delle proteine totali, nitriti, interleukina (IL)-18, fattore di crescita tumorale (TNF)-o e Iatti-
vita chemiotattica dei neutrofili nel condensato dell’aria espirata (EBC) raccolto da giovani stu-
denti sani, fumatori e non fumatori.

Metodi: EBC é stato raccolto da 20 volontari (9 non fumatori e 11 fumatori) durante la respira-
zione a volume corrente per 20 minuti. EBC & stato raccolto anche nei fumatori 30 minuti dopo
aver fumato una sigaretta con filtro. La concentrazione delle proteine totali, IL-18 e di TNF-o.
nel’EBC ¢ stata determinata tramite ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay). Lattivita
chemiotattica dei neutrofili & stata determinata in vitro utilizzando la tecnica in cieco.

Risultati: La concentrazione delle proteine totali dei nitriti e Iattivita chemiotattica dei neutro-
fili era significativamente aumentata nellEBC dei fumatori rispetto ai non fumatori
(p < 0,05). La concentrazione delle proteine totali e dei nitriti nel condensato dei fumatori non
variava significativamente subito dopo aver fumato una sigaretta. La concentrazione dell’'TL-16
e del TNF-o nel’EBC era simile nei non fumatori e nei fumatori.

Conclusioni: La concentrazione di alcuni mediatori dell’infiammazione e dell’attivita chemiotat-
tica dei neutrofili era aumentata nelPEBC di giovani fumatori sani. La raccolta e P'analisi del-
PEBC puo essere utile nella diagnosi precoce dell’infiammazione polmonare indotta dal fumo

mediatori; chemotassi neutrofila; test non invasivi

di sigaretta e I'identificazione della popolazione a rischio di sviluppare BPCO.

Parole chiave: vie aeree; biomarcatori; fumo di sigaretta; citochine; liquido di rivestimento epiteliale; polmone;

Abbreviazioni: EBC = condensato dell’aria espirata; ELISA = enzyme-linked immunosorbent assay; HPF = campo
ad alto potere; IL = interleuchina; TNF = fattore di necrosi tumorale

(CHEST Edizione Italiana 2004; 1:52-56)

N accertato che fumare sigarette per un lungo pe-
E riodo di tempo & associato all'attivazione a casca-
ta della risposta infiammatoria polmonare che deter-
mina un danno tissutale che si manifesta clinica-
mente con una BPCO.! Studi precedenti,>> che ave-
vano utilizzato la broncoscopia ed il BAL, avevano
documentato un’alterazione della regolazione delle
citochine ed un incremento della concentrazione
delle proteine nei polmoni dei fumatori da lungo
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tempo. Non & accertato se una risposta infiammato-
ria & anche presente nei polmoni di giovani individui
sani dopo una breve esposizione al fumo di sigaretta.

Questo & importante perché un discreto numero
di giovani adulti fuma regolarmente. Di conseguen-
za, ¢'& un bisogno urgente di ricercare biomarcatori
di precoce infiammazione polmonare legata al fumo
di tabacco utilizzando metodi semplici e non invasivi
in modo da poter identificare la popolazione a ri-
schio e istituire interventi appropriati.®

La riproduzione di questo articolo & vietata in assenza di autoriz-

zazione scritta dell’American College of Chest Physicians

(e-mail: permissions@chestnet.org).
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Per questo, il condensato dell’aria espirata (EBC) &
un nuovo e semplice metodo non invasivo per analiz-
zare 1 vari composti nelle basse vie aeree.”™ Diversi
mediatori, come proteine, nitriti e citochine, impli-
cati nella cascata infiammatoria, sono stati ritrovati
nellEBC.10-12 Questo approccio fornisce in tempo
reale, una valutazione longitudinale nello stesso sog-
getto dei marker di infiammazione nel liquido di
rivestimento extracellulare del polmone, facilitando
percio il controllo di questo processo dannoso.

Lo scopo di questo studio era di verificare I'utilita
del’EBC nel monitoraggio dell'estensione dell'infiam-
mazione polmonare nei giovani fumatori sani, deter-
minando la concentrazione delle proteine totali, dei
nitriti, dell'interleuchina (IL)-1B e del fattore di
necrosi tumorale (TNF)-a, due ubiquitarie cito-
chine pro-infiammatorie che si pensa giochino un
ruolo fondamentale nel danno polmonare indotto
dal fumo, e dell” attivith chemiotattica dei neutrofili
nell’ EBC raccolto da giovani studenti sani, fumatori
e non fumatori.23

MATERIALI E METODI

Soggetti

Nove volontari non fumatori (5 maschi e 4 femmine; eta media
229 + 1,9 anni [+ DS]) sani e undici volontari sani (5 uomini e 6
donne; eta media 23,4 + 0,9 anni) fumatori di 2,0 + 1,2 pac-
chetti/anno sono stati reclutati tra gli studenti dell'Universita del-
I'lllinois di Chicago. Tutti i partecipanti non avevano una storia
clinica di patologie respiratorie croniche inclusa asma e BPCO e
non avevano sofferto di patologie respiratorie acute nelle 4 setti-
mane precedenti lo studio. Non sono stati eseguiti test biologici
per accertare lo stato di non fumatore nei soggetti non fumatori
reclutati per lo studio. Questo studio & stato approvato dal Review
Board dell'Universita dell'Illinois di Chicago e tutti i soggetti
hanno sottoscritto il consenso informato per parteciparvi.

Raccolta dell’EBC

LEBC é stato raccolto da tutti i 20 partecipanti per 20 minuti
alla stessa ora del giorno (dalle 9 alle 10 del mattino). Ai fuma-
tori & stato chiesto quindi di fumare una sigaretta con filtro di
loro scelta e 30 minuti dopo ¢ stato raccolto nuovamente 'EBC.

Gli strumenti ed i metodi di raccolta del'EBC sono stati pre-
cedentemente descritti in dettaglio.! TEBC @ stato raccolto in
un tubo di Teflon perfluoroalcoxi alto 1,5 m e con un diametro
interno di 0,5 cm inserito in un contenitore di polistirene riem-
pito di ghiaccio e collegato ad una provetta di polipropilene da
10 mL. Seduti comodamente, i soggetti hanno respirato nell’am-
bito del volume corrente per 20 min inspirando attraverso il naso
ed espirando attraverso la bocca dentro il tubo. Almeno 3 mL di
condensato & stato raccolto da tutti i soggetti entro i 20 minuti di
tempo richiesti per la prova. I soggetti sono stati istruiti a sigil-
lare completamente il tubo con la bocca, a mantenere la bocca
asciutta rimuovendo periodicamente la saliva in eccesso e a rife-
rire ogni evento avverso durante e dopo la raccolta. LEBC &
stato raccolto in una provetta di polipropilene priva di sostanze
conservanti e conservato immediatamente (entro 5 min) a —70°C
sino all’analisi.

Analisi dellEBC

Tutti i campioni di EBC sono stati esaminati entro 2 mesi
dalla raccolta. I stata determinata in tutti i 31 campioni di EBC
raccolti dai 9 non fumatori e dagli 11 fumatori (prima e dopo
aver fumato una sigaretta) la concentrazione dell’amilasi come
indice di contaminazione del condensato con la saliva. Dopo lo
scongelamento, la concentrazione dell’amilasi in 200 pL di con-
densato @ stata determinata in duplicato utilizzando un kit dispo-
nibile in commercio (Sigma; St. Louis, MO, USA) tramite spet-
trofotometria. Il limite pit basso di rivelazione del test era di 7
UI/mL. La quantita totale di proteine in 100 pL di campione di
EBC scongelato ¢ stata determinata in duplicato in conformita al
metodo di Bradford!3 utilizzando un kit disponibile in commer-
cio (Pierce; Rockford, IL). La concentrazione dei nitriti in 100
pL di EBC scongelato & stata determinata tramite una reazione
di Griess modificata, come precedentemente descritto nel nostro
laboratorio.# In breve, il campione & stato incubato con nitrato
reduttasi di Escherichia coli (0,5 U/mL) a temperatura ambiente
per 10 minuti per convertire i nitrati in nitriti nel campione sot-
toposto al test. Dopodiché un volume equivalente di reagente di
Griess ¢ stato aggiunto e incubato a temperatura ambiente per
10 minuti. L’assorbanza ¢ stata determinata a 540 nm utilizzando
uno spettrofotometroA La concentrazione dei nitriti in ogni sin-
golo campione & stata determinata in duplicato utilizzando un
lettore di micropiastre ELISA automatizzato e termoregolato.

La concentrazione di IL-18 e del TNF-o in 100-pL di cam-
pione di EBC scongelato & stata determinata in duplicato tra-
mite ELISA utilizzando kit disponibili in commercio seguendo
le istruzioni del produttore (R&D Systems; Minneapolis, MN)
utilizzando un lettore di micropiastre ELISA automatizzato e
termoregolato. Il limite pit basso di rivelazione per I' IL-18 e
per il TNF-o era di 2 pg/mL con variazioni tra test e entro test
< 5%. In studi preliminari abbiamo determinato che il recupero
di IL-18 e di TNF-o esogeni aggiunti al’EBC e conservati per
due mesi a —70 °C era entro la riproducibilita delle misurazioni
(dati non mostrati).

In un momento diverso, 'EBC ¢ stato raccolto da quattro non
fumatori e da quattro fumatori. Lattivita chemiotattica dei neu-
trofili & stata determinata utilizzando piastre da microchemitassi
con 48 pozzetti (Neuroprobe; Cabin John, MD) in precedenza
descritti.’>16 1] fondo delle cellule & stato riempito con 25 pL di
condensato scongelato testato in triplicato. Filtri di policarbo-
nato privo di polivinilpirrolidone, di 10 pm di spessore e con pori
di 3 pm, sono stati posti sopra i pozzetti. Una guarnizione di sili-
cone ¢ stata applicata nella parte superiore della piastra e 50 pL
di cellule in sospensione sono stati posti nei pozzetti. Le piastre
sono state incubate in aria umidificata al 5% di CO, a 37°C per
30 minuti. Le cellule non migrate sono state fermate dal filtro. Il
filtro & stato immerso in metanolo per 5 minuti, colorato con la
colorazione di Wright modificata ed & stato posto su di un vetri-
no. Le cellule migrate attraverso il filtro sono state contate utiliz-
zando un microscopio ottico. La chemiotassi ¢ stata espressa
come numero medio di cellule per campo ad alto potere (HPF).

Analisi statistica dei dati

I dati sono stati espressi come valori medi + DS dove appro-
priato. Il confronto tra fumatori (prima e dopo aver fumato) e i
non fumatori & stato eseguito utilizzando I'analisi della varianza
di Kruskal-Wallis e il test di Mann-Whitney per il confronto
appaiato in quanto i dati non erano distribuiti normalmente. La
correlazione di Pearson ¢ stata utilizzata per determinare le
variabili. E stato utilizzato un pacchetto software statistico
(SYSTAT Version 7.0; SYSTAT Software; Richmond, CA, USA).
La significativita statistica & stata definita come p < 0,05.

CHEST / Edizione ltaliana / VI / 1 / GENNAIO-MARZO, 2004 53



RISULTATI

Nessun effetto avverso ¢ stato riscontrato durante
lo svolgimento dello studio. Il volume dell’EBC rac-
colto dai 20 partecipanti a questo studio era di 3-5
mL. Lamilasi non & stata rilevata in alcuni dei 31 cam-
pioni di EBC raccolti dai fumatori prima e dopo aver
fumato una sigaretta e dai non fumatori. La concentra-
zione delle proteine totali nel'’EBC era significativa-
mente pitt bassa nei non fumatori (5,7 + 2,5 pg/mL)
rispetto ai fumatori, prima (28,8 + 35,8 pg/ml) e
dopo aver fumato una sigaretta (25,9 + 33,9 pg/mL;
Figura 1; p < 0,05). La concentrazione delle proteine
totali era simile prima e dopo aver fumato una siga-
retta. La concentrazione dei nitriti nellEBC era si-
gnificativamente pilt bassa nei non fumatori (16,156 +
7,029 nmol/L) rispetto ai fumatori prima (24,672 +
7,534 nmol/L) o dopo (23,043 + 4,051 nmol/L) aver
fumato una sigaretta (p < 0,05). Non ¢ stata rilevata
una significativa differenza nella concentrazione dei
nitriti prima e dopo aver fumato una sigaretta.

La concentrazione di IL-1 nellEBC ¢ risultata
simile nei non fumatori e nei fumatori prima e dopo
aver fumato una sigaretta (1,5 + 1,0 pg/mL e 1,6 + 1,8
pg/mL rispettivamente; p > 0,5). Comunque, la con-
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FIGURA 1. Concentrazione delle proteine totali e dei nitriti nei
fumatori e nei non fumatori. *p < 0,05 quando comparati con i

non fumatori.
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centrazione di IL-18 nellEBC diminuiva significati-
vamente dopo aver fumato una sigaretta rispetto ai
non fumatori (Figura 2; p < 0,05). La concentrazio-
ne del TNF-a nellEBC risultava piu alta nei fumato-
ri prima di fumare rispetto ai non fumatori (7,4 + 17,5
pg/mL vs 3,9 + 8,5 pg/mL rispettivamente; p < 0,05).
La concentrazione di TNF-o aumentava dopo aver
fumato una sigaretta sebbene la differenza non fosse
statisticamente significativa. L'attivita chemiotattica
dei neutrofili era aumentata nellEBC dei fumatori
rispetto ai non fumatori (Figura 3; n = 4; p < 0,05).
I fumatori mediamente mostravano 98 + 38 cellule
per HPF, mentre i non fumatori mostravano media-
mente 43 + 6 cellule per HPF.

DISCUSSIONE

In questo studio ci sono tre nuovi dati. Primo, ab-
biamo trovato che la concentrazione delle proteine
totali e dei nitriti era significativamente aumentata
nellEBC dei giovani fumatori sani rispetto ai non
fumatori. La concentrazione media delle proteine
aumentava pitt di cinque volte (5,7 vs 28,8 pg/mL) e
la concentrazione dei nitriti era > 50% (16156 vs
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FIGURA 2. Concentrazione dell'IL-1o e TNF- nei fumatori e
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FIGURA 3. Attivita chemiotattica nei fumatori e nei non fuma-
tori. *p < 0,05 quando comparati con i non fumatori.

24672 nmol/L) nei fumatori rispetto ai non fumatori
della stessa eta. Secondo, il fumo di una singola siga-
retta era associato ad una riduzione significativa
della concentrazione dell'TL-16 nellTEBC. Sebbene
la pertinenza di questa nuova osservazione con le
patologie polmonari indotte dal fumo sia incerta, cio
pud predisporre i fumatori ad infezioni polmonari
ricorrenti dato il ruolo chiave dell'TL-1 nel combat-
tere l'invasione dei patogeni.!”-19

Infine, I'attivita chemiotattica dei neutrofili & risul-
tata ridotta nellEBC dei giovani fumatori sani rispet-
to ai non fumatori. Questa & una importante osser-
vazione in quanto & accertato che il fumo di sigaretta
e la BPCO sono associati con I'infiammazione del-
le vie aeree caratterizzata da un’intensa infiltrazione
di neutrofili nella mucosa delle vie acree.*520 Que-
sta risposta aberrante osservata nellEBC pud rappre-
sentare un metodo funzionale per rivelare precoce-
mente un danno polmonare potenzialmente reversi-
bile nei giovani fumatori sani. Certamente, sono
richiesti ulteriori studi per caratterizzare Pattivita
chemiotattica rilevata nellEBC dei giovani fuma-
tori, incluso il ruolo della nicotina, e gli effetti che la
cessazione del fumo ha su questa risposta.

I mediatori dell'infiammazione rilevati nel’EBC in
questo studio provengono dalle regioni sottoglottidee
per la mancanza di contaminazione salivare.”?! Non &
accertato se provengano dalle vie aeree e/o dal paren-
chima polmonare. E possibile che I'incremento della
concentrazione dei nitriti nellEBC possa essere dovu-
to alla presenza degli stessi nel fumo di tabacco. Co-
munque, questa possibilita sembra improbabile dato
che la concentrazione di nitriti nel T EBC dei fumato-
ri non & aumentata dopo aver fumato una sigaretta.

Gli effetti del fumo di sigaretta sulla concentra-
zione di IL-18 e del TNF-a nel BAL sono stati pre-
cedentemente studiati.>>2! Ad esempio, Brown e

coll.3 hanno ottenuto macrofagi alveolari da volon-
tari sani costituiti da non fumatori, fumatori mode-
rati (< 10 pacchetti/anno) e forti fumatori (> 10 pac-
chetti/anno). Similmente ai nostri risultati, 'TL-16
rilasciata dai macrofagi alveolari stimolati con lipo-
polisaccaridi era significativamente aumentata nei
soggetti fumatori rispetto ai non fumatori. Nello stu-
dio di Brown e coll.,3 I'TL-18 rilasciata dai macrofagi
stimolati nei fumatori moderati mostrava valori
intermedi rispetto ai forti fumatori, il che & sugge-
stivo di un effetto cumulativo del fumo di sigaretta.

Contrariamente ai nostri risultati, McCrea e coll.2
dimostravano un minor rilascio di TNF-o dai ma-
crofagi alveolari stimolati con lipopolisaccaridi da
soggetti fumatori rispetto ai non fumatori; comun-
que, questi autori non hanno studiato gli effetti del
fumo nei giovani individui come abbiamo fatto noi.
Sono necessari ulteriori studi per valutare gli effetti
iniziali del fumo sulla concentrazione dell'TL-18 e
del TNF-o. nellTEBC.

E accertato che i metaboliti dell’ossido nitrico,
potente mediatore proinfiammatorio, sono conte-
nuti nel fumo di sigaretta. Nonostante cid, abbiamo
rilevato che il fumo di una singola sigaretta non
determina un incremento della concentrazione dei
nitriti e dei nitrati nellEBC di giovani adulti fuma-
tori. Viceversa, Balint e coll.22 hanno dimostrato che
il fumo di sigaretta & associato ad un incremento
transitorio di questi metaboliti nelTEBC di giovani
fumatori. Inoltre, essi hanno rilevato una differenza
non significativa della concentrazione dei nitriti e
dei nitrati nel'EBC nei non fumatori e nei fumatori.
In pit, Corradi e coll.?> hanno dimostrato che la
concentrazione dei nitrati era aumentata pit di sei
volte nellEBC di giovani fumatori, ma non nei
pazienti affetti da BPCO, rispetto ai soggetti non
fumatori utilizzati come controllo. Sebbene siano
incerte le ragioni della discrepanza di questi risul-
tati, noi abbiamo studiato soggetti con una breve
storia di fumo rispetto agli studi di Balint e coll.?? E
possibile che gli effetti del fumo di sigaretta, sui
metaboliti dell” ossido nitrico nei giovani fumatori
sani, possano manifestarsi precocemente nel corso
dell’esposizione, mentre gli altri agenti ossidanti
possono essere prodotti in seguito. Certamente,
sono necessari studi pitt approfonditi, come ad
esempio includere i soggetti esposti al fumo passivo,
per accettare o rifiutare queste ipotesi.

In conclusione, abbiamo dimostrato che la con-
centrazione di alcuni mediatori dell'infiammazione e
dell’attivita chemiotattica dei neutrofili sono aumen-
tate nellEBC di giovani fumatori sani. La raccolta e
I'analisi dell’EBC puo essere di aiuto nella precoce
diagnosi di infiammazione polmonare indotta dal
fumo e per identificare la popolazione a rischio di
acquisire una BPCO.
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