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Il pH del condensato esalato nei bambini
con fibrosi cistica e asma*

Un nuovo marker non invasivo dell’infiammazione
delle vie aeree?

Giovanna E. Carpagnano, MD; Peter |. Barnes, MD, DM, Dsc; ](lckie Francis;
Nicola Wilson, MD; Andrew Bush, MD; Sergei A. Kharitonov, MD, PhD

Obiettivi dello studio: La determinazione ed il monitoraggio non-invasivi delle vie aeree puo
essere importante nella patologia respiratoria. Il pH del condensato del respiro esalato (EBC) &
un marker promettente. Nonostante il pH del’EBC sia stato misurato negli adulti con malattie
infiammatorie delle vie aeree, nessun studio I’ha misurato nei bambini.
Disegno: Questo studio intendeva verificare se vi fosse una variazione nel pH del’ECB dei
bambini con fibrosi cistica (CF) e asma, e provare a determinare se il pH possa essere usato
come un marker dell’infiammazione delle vie aeree. Inoltre, sono state studiate le relazioni tra
pH del’EBC, severita della patologia e stress ossidativo.
Pazienti e metodi: Abbiamo studiato 20 bambini con CF (eta media [+ SEM], 7 = 3 anni), 20
bambini con asma (eta media 7 = 2 anni) e 15 bambini sani uguagliati per eta (eta media 7 = 2
anni). Il pH delPECB ¢ stato misurato tramite un pH-metro.
Misure e risultati: I valori pit bassi di pH sono stati osservati sul’EBC dei bambini con CF e
asma confrontati con i soggetti di controllo (pH medio 7,23 = 0,03 e 7,42 = 0,01 vs 7,85 = 0,02
rispettivamente). Inoltre, sono state trovate delle relazioni tra il pH del’ECB, la severita dell’a-
sma e la presenza di un’esacerbazione infettiva della CF. C’¢ stata una correlazione negativa
tra il pH dell’esalato e le concentrazioni del leucotriene B4 esalato (r = -0,5; p < 0,005).
Conclusioni: Noi concludiamo che la misura del pH del’ECB puo essere utile nella valutazione
dell’infiammazione delle vie aeree nei bambini con asma e CF.

(CHEST Edizione Italiana 2004; 3:7-12)

Parole chiave: infiammazione delle vie aeree; fibrosi cistica; 8-isoprostano; condensato esalato espirato; leucotriene
B, pH

Abbreviazioni: CF = fibrosi cistica; EBC = condensato del respiro esalato; IL = interleuchina; LT = leucotriene

aeree ¢ considerata I'anomalia fondamentale, che
determina un’ostruzione variabile delle vie aeree e
Iiperreattivita bronchiale.! Nella CF, I'infiamma-
zione cronica delle vie aeree ¢ il risultato di una
combinazione di ripetute infezioni batteriche pol-

I ‘infiammazione delle vie aeree gioca un ruolo
chiave nella patogenesi dell'asma e della fibrosi
cistica (CF). Nell’asma, I'infiammazione delle vie
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monari e di un’esagerata risposta dell’ospite a que-
sto processo.? Poiché T'infiammazione delle vie
aeree & importante in molte patologie respiratorie e
visto che la terapia anti-infiammatoria con cortiso-
nici e antagonisti recettoriali dei leucotrieni (LT) &
ampiamente prescritta per il suo trattamento, molti
gruppi hanno focalizzato la loro ricerca nel trovare
un metodo non-invasivo per la diagnosi ed il moni-
toraggio.
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La misura dei marcatori infiammatori nel con-
densato del respiro esalato (ECB) degli adulti e dei
bambini ha aggiunto una nuova prospettiva allo stu-
dio dell'infiammazione delle vie aeree.> I marcatori
che sono stati studiati includono interleuchine (IL)-
18,10 TL-8,1! T1.-10,12 IL.-6,9 il fattore necrotizzante
tumorale-o,'% e LTB,.8 Il pH dellEBC & semplice
da misurare, non invasivo, economico e riproduci—
bile,!3 e puo anche essere un marcatore dell'infiam-
mazione delle vie aeree. Livelli di pH marcatamente
bassi (cioé acidi) sono gia stati misurati nel conden-
sato del respiro esalato di adulti con asma, CF,
BPCO e bronchiettasie. Tuttavia, nessun studio ha
misurato il pH del’ECB nei bambini.

Lo scopo di questo studio & stato di valutare il pH
del’ECB nei bambini e nell’asma e di confrontarlo
con le concentrazioni di un altro marcatore infiam-
matorio conosciuto che & misurabile nellECB, vale
a dire 'LTB,. Inoltre, sono state indagate le rela-
zioni tra pH del’ECB, severita delle patologie e
stress ossidativo.

MATERIALI E METODI

Pazienti

Noi abbiamo studiato 20 bambini con CF (11 bambini maschi;
eta media 7 + 3 [+ SEM]; FEV, medio 61 = 2,4%; FVC medio
73 + 2.2%), 20 bambini con asma (10 bambini maschi; eth media
7 £ 2, FEV, medio 69,3 + 4,2%; FVC medio 78,4 + 2,7%) e 15
bambini sani (6 bambini maschi; eta media 7 + 2, FEV, medio
102,2 + 1,8%; FVC medio 104,1 + 2,3%) senza alcuna storia di
sintomi respiratori acuti o cronici. Tutti i pazienti sono stati sot-
toposti ad una anamnesi completa ed a un esame fisico. Sia i
pazienti che i soggetti di controllo erano di razza bianca e sono
stati reclutati presso il Royal Brompton Hospital ed erano tutti in
grado di eseguire delle spirometrie riproducibili. I1 consenso
informato ¢ stato ottenuto da tutti, sia dai soggetti arruolati che
da coloro che si occupavano di loro; il Comitato Etico del Royal
Brompton e I'Harefield National Health Service Trust hanno
approvato lo studio.

Gruppo asmatici

La diagnosi e la severita dell’'asma & stata stabilita secondo i
criteri dell’American Thoracic Society.!* Lo stato atopico & stato
confermato dal prick-test cutaneo per i comuni aeroallergeni
(cioe acari, graminacee, Aspergillus fumigatus e pelo di gatto)
[ALK Abello; Horsholm, Danimarca]. La severita dell’asma &
stata classificata secondo le linee guida del National Heart,
Lung, and Blood Institute.!> I bambini con asma lieve intermit-
tente (5 bambini) avevano dei sintomi meno frequenti di una
settimana e non stavano assumendo nessun farmaco regolar-
mente, ma usavano un B,-agonista inalatorio al bisogno, per alle-
viare il sintomo. I bambini con asma lieve persistente (quattro
bambini) avevano dei sintomi pit frequenti ma non quotidiani
ed era stata loro prescritta una terapia con corticosteroidi inala-
tori (budesonide, da 0,2 a 0,4 mg; fluticasone propionato, da 0,1
a 0,2) regolarmente (iniziando da 2 a 4 mesi prima di entrare
nello studio). I bambini con asma moderata-severa persistente
(11 bambini) avevano dei sintomi quotidiani e stavano assu-
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mendo degli steroidi inalatori ad alta dose regolarmente (bude-
sonide > 0,4 mg/die; fluticasione propionato > 0,2 mg/die).

Gruppo CF

I bambini con CF erano stati diagnosticati sulla base dei sin-
tomi tipici della patologia, due mutazioni del gene CF e un risul-
tato patologico del test del sudore (cioé una concentrazione del
cloro nel sudore > 60 mmol/L).16 Dieci bambini sono stati stu-
diati durante un’esacerbazione della loro patologia polmonare,
che ¢ stata diagnosticata secondo i criteri convenzionali,'” e gli
altri 10 bambini erano stabili. Tutti i bambini erano cronica-
mente infettati con Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aures o entrambi. Criteri addizionali di esclusione sono stati la
concomitanza di asma bronchiale, la terapia concomitante con
steroidi orali ed una coltura dell’escreato positiva per Burkholde-
ria cepacia.

Funzione polnwnare

La spirometria (Erich Jaeger; Market Harborough, UK) &
stata eseguita entro un giorno dalla raccolta dellEBC. II
migliore valore di tre tentativi & stato espresso come percentuale
del normale valore teorico.

ECB

L'ECB ¢ stato raccolto usando un condensatore autorizzato
per la raccolta non invasiva dei componenti non gassosi dell’aria
espirata (EcoScreen; Jager; Wurzburg, Germany), come prece-
dentemente descritto.18

Analisi

Una specifica determinazione immuno-enzimatica (Cayman
Chemical; Ann Arbor, MI) & stata usata per misurare 'LTB, nel-
I'ECB. La variabilita intra-campione e tra campioni & stata
< 10%. La specificita & stata del 100% ed il limite di rilievo del
campione é stato di 3 pg. Uno specifico kit immuno-enzimatico
(Cayman Chemical) & stato usato per misurare le concentrazioni
di S-isoprostano nel ECB. La variabilita tra le misure e intra-
misura & stata di = 5% e del 6% rispettivamente. Il limite di rile-
vabilita della misura & stata di 4 pg/ml. La riproducibilita di ripe-
tute misure di LTB4 e 8-isoprostano & stata valutata dal metodo
Bland-Altman e dal coeficente di variazione.!9

Misura del pH

Un pH stabile & stato ottenuto in tutti i casi dopo una dearea-
zione/decarbonazione dei campioni di ECB dopo averli ribolliti
con argon (350 mL/min) per 10 minuti, come precedentemente
descritto.?0 I pH ¢ stato quindi misurato tramite un pH-metro
(Jenway-350; Jenway; Gransomore Green, UK) con un range di
pH da 0,00 a 14,00 ed una media di risoluzione/precisione nel-
lordine di 0,01 + 0,02 pH. La riproducibilita delle ripetute
misure di pH & stata confermata dal test Bland-Altman e dal
coefficiente di variazione.

Analisi statistica

I dati sono espressi come la media + SEM. I tests di Mann-
Whitney sono stati usati per confrontare i gruppi e le correla-
zioni tra le variabili sono state eseguite con il test di correlazione
di Bland-Altman. La significativita & stata definita con p < 0,05.
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FIGURA 1. In alto, A: pH dell’ECB in bambini con CF, bambini
con asma e soggetti sani di controllo. In mezzo, B: pH dellECB
di bambini CF con riacutizzazione respiratoria della loro patolo-
gia ed in condizioni stabili. In basso, C: pH del’ECB di bambini
con asma moderata-severa e bambini con asma lieve.
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FIGURA 2. Il grado di riproducibilita tra due misure successive
di pH (in alto, A), concentrazione di LTB, (in mezzo, B) e con-
centrazione di 8-isoprostano (in basso, C) nel condensato del
respiro esalato di soggetti sani usando il metodo di Bland-
Altman.

RISULTATI

pH dellECB

Il pH del’ECB era pit basso nei bambini con CF
rispetto ai soggetti sani di controllo (7,23 + 0,03 vs
7,85 + 0,02 rispettivamente; p < 0,0001) [Fig. 1, in
alto, A]. Il pH del’ECB dei pazienti con CF con
un’esacerbazione era significativamente pin basso di
quello dei pazienti stabili con CF (7,12 + 0,02 vs
7,31 + 0,01 rispettivamente; p < 0,0001) [Fig. 1, in
mezzo, B]. Il pH del’ECB era pitt basso nei bambini
con asma confrontato con i soggetti sani di controllo
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FIGURA 3. In alto, A: concentrazioni di LTB, nel condensato del
respiro esalato di bambini con CF, bambini con asma e soggetti
sani di controllo. In basso, B: correlazione tra pH esalato e con-
centrazioni di LTB,.

(7,42 + 0,01 vs 7,85 + 0,02 rispettivamente; p <
0,0001) [Fig. 1, in alto, A]. Un pH pit basso & stato
osservato nei bambini con asma severa e moderata
confrontato con quelli con asma lieve (7,36 + 0,02 vs
7,49 + 0,01 rispettivamente; p < 0,0005) [Fig. 1, in
basso, C]. Nessuna correlazione & stata osservata tra
il pH dell’esalato, FEV, e FVC. La riproducibilita
delle misure del pH dell’ECB ¢ stata verificata in 10
adulti sani non fumatori (sei maschi; eth media 35 =
7 anni). La differenza media tra le due misure &
stata — di 0,01 + 0,4. Il coefficiente di variazione per
il pH del’ECB & stato di 0,4% (Fig. 2, in alto, A).

LTB, esalato

Il LTB, & stato misurabile nellECB di tutti i sog-
getti. Le concentrazioni di LTB, erano significativa-
mente aumentate nei bambini con CF confrontate
con i soggetti sani di controllo (35,9 + 4,1 vs 7,4 +
0,3 pg/mL rispettivamente; p < 0,0001) [Fig. 3, in
alto, A]. Un significativo incremento dei livelli di
LTB, é stato osservato nei bambini con un’esacerba-
zione acuta di CF (47,8 + 5,9 pg/mL) confrontato
con i bambini con una CF stabile (24,2 + 1,8 pg/mL;
p < 0,0005). T bambini asmatici avevano livelli pit
elevati di LTB, confrontati con i soggetti sani di
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FIGURA 4. Concentrazioni di 8-isoprostano nellECB di bambini
con CF, bambini con asma e soggetti sani di controllo.

controllo (18,8 + 2,4 vs 7.4 + 0,3 pg/mL, rispettiva-
mente; p < 0,0001) [Fig. 3, in alto, A]. Confrontati
con i bambini sani, livelli pitt elevati di LTB, sono
stati osservati nei bambini con asma severa e mode-
rata, ma non nei bambini con asma lieve (27,2 + 2,1
e 8,4 + 0,4 pg/mL rispettivamente; p < 0,0005). C’¢
stata una correlazione negativa tra il pH del’ECB
ed i valori di LTB, nei bambini sani, nei bambini
con CF e nei bambini asmatici (r = — 0,5; p < 0,005)
[Fig. 3, in basso, B]. La riproducibilita delle misure
di LTB, esalato & stata determinata in 10 soggetti
sani non fumatori (sei maschi; eth media 35 + 7
anni). La differenza media tra le due misure ¢ stata
di — 0,04 + 0,18 pg/mL. Il coefficiente di variazione
per 'LTB, misurato & stato del 2,0% (Fig. 2, in
mezzo, B).

8-isoprostano esalato

L'8-isoprostano esalato & stato misurabile nel-
IECB di tutti i soggetti ed i livelli di 8-isoprostano
erano significativamente aumentate nei bambini con
CF ed asma confrontate con quelli dei soggetti sani
di controllo (19,5 + 0,7 e 13,8 + 0,6 vs 4,6 + 0,5
pg/mL rispettivamente; p < 0,0001 e p < 0,0001)
[Fig. 4]. Nessuna correlazione & stata osservata tra il
pH esalato ed i livelli di 8-isoprostano nellECB. La
riproducibilita delle misure di 8-isoprostano é stata
determinata in 10 soggetti sani non fumatori. La dif-
ferenza media tra le due misure & stata di — 0,14 +
0,32 pg/mL. Il coefficiente di variazione per I'8-iso-
prostano misurato & stato del 4,4% (Fig. 2, in
basso, C).
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DISCUSSIONE

Le pitt importanti conclusioni di questo studio
sono state I'esistenza di un pH pitt basso nellECB
dei bambini con CF confrontato con quello dei
bambini asmatici. Entrambi i gruppi avevano un pH
del’ECB piti basso rispetto a quello dei soggetti di
controllo. Le concentrazioni nellECB di LTB, e
S-isoprostano erano pin alte nella CF e nei bambini
asmatici confrontati con i soggetti sani di controllo.
Inoltre, i livelli di pH e LTB, nellECB erano corre-
lati alla severita dell'asma ed alla presenza di un’esa-
cerbazione di CF. Non c’¢ stata alcuna correlazione
tra il pH dell’ECB, il livello di S-isoprostano e la
funzionalita polmonare.

I valori di pH osservato nel nostro gruppo di bam-
bini di controllo erano leggermente pit alti di quelli
riportati negli adulti da Kostikas et al.!3 e da Tate et
al.,?0 che puo essere un effetto dell’eta o pit essere
dovuto all'uso di diversi dispositivi di raccolta. Puod
anche essere possibile che gli adulti abbiano un pH
pitt basso per I'esposizione a lungo termine all'inqui-
namento dell’aria e/o al fumo di sigaretta, che puo
determinare un’infiammazione cronica delle vie aeree
di basso grado, riflessa dall’acidita del loro ECB.

Deve essere riconosciuto che 'interpretazione del
pH del’ECB é controversa e che anche il livello del
pH delle vie aeree nei pazienti con CF & ancora
dibattuto. Effros et al.2! hanno suggerito che il pH
dellECB ¢ stato determinato dalla misura nella
cavita orale, sulla base di misure eseguite in pazienti
tracheostomizzati. £ difficile da comprendere come
variazioni nella cavita orale possano rendere conto
dei risultati, almeno nei bambini con differente
severitd dell’asma. Anche se & stato riscontrato un
basso pH nelle vie aeree nei bambini con asma e
fibrosi cistica,32022 le misure dirette del pH nasale
e delle vie aeree nei bambini con CF usando un
elettrodo d’oro erano identiche ai risultati nei sog-
getti di controllo.?? Precedenti risultati contraddit-
tori24 erano stati attribuiti ad artefatti causati dalle
variazioni della differenza di potenziale trans-epite-
liale, che era stata determinata usando 'elettrodo di
antimonio. Tuttavia, tutte queste misure sono state
eseguite in relativamente pochi siti delle generazioni
periferiche delle vie aeree, mentre & probabile che
'ECB possa riflettere le vie aeree pin distali, dove
¢’¢ una piti grande area di superficie epiteliale.

E pit probabile che il pH piti basso delle vie aeree
degli adulti e dei bambini con CF ed asma sia dovuto
all'infiammazione delle vie aeree, per esempio alla
presenza di neutrofili.!> La mieloperossidasi, che &
rilasciata nel lume delle vie aeree dai granuli dei
neutrofili, catalizza una reazione tra il perossido d'i-
drogeno e gli ioni cloro per formare acido ipoclo-
r0s0.2 Questo acido altamente volatile & stato presup-
posto che sia il responsabile dell’acidificazione del-
I'ECB nei pazienti stabili con BPCO e bronchiettasie.!?

Possono essere importanti altri meccanismi. Le
vescicole dei macrofagi e degli eosinofili contengono
dei vacuoli di trofosfatasi idrogeno-adenosina, che &
responsabile di un aumento del rilascio di H+,26:27
ed i granuli di eosinofili contengono la perossidasi
eosinofilica che, in presenza di HyO,, & in grado di
ossidare per formare acidi altamente reattivi.® Que-
sti meccanismi possono giustificare la relazione che
noi abbiamo osservato tra la gravita della patologia
ed il pH. Tuttavia, & necessario uno studio longitudi-
nale nei bambini per fornire pit evidenza a questo
legame. Il possibile legame tra il pH del’ECB e l'in-
fiammazione delle vie aeree e sostenuto anche dallo
studio di Hunt et al.,22 che ha osservato una norma-
lizzazione dei valori di pH dellECB nei soggetti
asmatici dopo un trattamento anti-infiammatorio.

Noi abbiamo osservato valori significativamente
pit elevati di LTB, chemiotattico per i neutrofili sia
nei bambini con asma moderata-severa e CF che nei
soggetti sani. Al contrario, valori normali di questo
marker sono riscontrati nell’asma lieve. Questi risulta-
ti forse riflettono differenti quadri infiammatori in
pazienti con asma di differenti severita, anche se que-
sto rimane una congettura perché non abbiamo osser-
vato la citologia delle vie aeree con lo sputo indotto.
La presenza di infiammazione neutrofila & stata ben
descritta in persone con CF e questo puo giustifi—
care la presenza di alti livelli di LTB, nellECB.20

Noi riteniamo che la correlazione travata tra i
valori di LTB, nel ECB ed il pH dell’ECB nei sog-
getti di controllo, nei bambini con CF e nei bambini
con asma moderata e severa possa suggerire che il
pH del’ECB sia un indice dell'infiammazione neu-
trofila. Tuttavia, ulteriori studi in cui siano eseguite
e correlate con il pH dell’ECB la conta differenziata
cellulare dello sputo e le misure di altri chemiotat-
tici per i neutrofili, come ad esempio I'IL-8, sono
necessari per confermare questa ipotesi. E inspiega-
bile il fatto che sia stata osservata una correlazione
nei soggetti di controllo ma non nei bambini con
lieve asma bronchiale.

Noi abbiamo anche determinato se vi era un
legame tra lo stress ossidativo, misurato con I'S-iso-
prostano ed il pH dellECB. Coerentemente con
altri studi, noi abbiamo osservato concentrazioni pit
alte nellECB di 8-isoprostano nei bambini con CF e
asma confrontate con quelle dei soggetti sani di con-
trollo, confermando la presenza di uno stress ossida-
tivo nelle vie aeree. Tuttavia, in contrasto con altri
studi, non abbiamo osservato una correlazione tra i
livelli di 8-isoprostano ed i valori del pH.132939 Non
siamo in grado di giustificare questa discrepanza.
I nostri risultati suggeriscono, forse, che questi mar-
catori riflettono due differenti meccanismi patoge-
netici, sottolineando il fatto che un singolo “infiam-
matometro” & improbabile che dia mai la vera imma-
gine della patologia infiammatoria delle vie aeree.
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Noi abbiamo anche trovato che non ¢’¢ correla-
zione tra il pH ed i valori di LTB, ed i valori di
FEV, e FVC, confermando che il valore della fun-
zionalita polmonare & generalmente molto povero
come predittore dell'infiammazione attiva. E proba-
bile che il pH del ECB ed i livelli di LTB, riflettano
I'intensita dell’infiammazione in atto, mentre i test
di funzionalita polmonare siano almeno in parte cor-
relati al danno polmonare a lungo termine.

In conclusione, noi crediamo che il pH del ECB
possa essere un utile marcatore dell'infiammazione
delle vie aere nei bambini con asma e CF. E vantag-
gioso il fatto che questo marcatore possa essere
misurato in un modo semplice, non-invasivo, econo-
mico e riproducibile. Inoltre, la velocita di questa
misura (ossia, i valori possono essere ottenuti entro
10 minuti dalla misura del’ECB), confrontata ad
altri test che richiedono 2 o 3 giorni, pud consentirci
di incoraggiare il suo futuro uso nel monitoraggio
della patologia respiratoria. Ulteriori studi, tuttavia,
sono necessari per le seguenti ragioni: (1) validare la
misura del pH nellECB; (2) espandere la misura
del pH del’ECB a differenti popolazioni di pazienti
ed a differenti patologie cliniche; ed infine (3)
determinare il posizionamento della misura del pH
del’ECB nella pratica clinica per la diagnosi ed il
monitoraggio delle malattie respiratorie infiammatorie.

RINGRAZIAMENTO: Il Dott. Carpagnano ringrazia sentitamen-
te il Professor P. Capezzuto per la sua esperta assistenza tecnica.
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