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Obiettivo dello studio: L'inalazione di una soluzione salina ipertonica sembra poter produrre
un’infiammazione delle vie aeree.

Disegno dello studio: Lo scopo di questo studio & stato quello di verificare questa ipotesi
dosando marker infiammatori, nell’esalato condensato raccolto prima e dopo induzione dell’e-
spettorato con soluzione salina ipertonica e isotonica.

Pazienti e metodi: Abbiamo arruolato nello studio 10 pazienti con asma, 10 con BPCO e 7 sog-
getti sani con anamnesi negativa per malattie dell’apparato respiratorio. Sono state misurate le
concentrazioni di interleuchina (IL)-6 e del tumor necrosis factor (TNF)-a sull’esalato conden-
sato con uno specifico kit immunoenzimatico. Il pH dell’esalato & stato misurato dopo dearea-
zione con argon (350 mL/min) per 10 minuti, utilizzando un pHmetro.

Misurazioni e risultati: Le concentrazioni dell’'TL-6 e del TNF-o. sono risultate piu elevate men-
tre il pH si abbassava rispetto ai valori basali in ogni gruppo dei soggetti studiati dopo inala-
zione di una soluzione salina ipertonica. Non ¢ stata invece osservata alcuna modificazione
dopo inalazione di una soluzione salina isotonica. Le concentrazioni dell'IL-6 e del TNF-a e il
pH nell’esalato condensato sono risultati correlati tra di loro.

Conclusioni: I risultati di questo studio suggeriscono che I'inalazione di una soluzione salina
ipertonica possa causare un’infiammazione di lieve entita delle vie aeree e che il dosaggio dei
marker infiammatori quali ’'TL-6, il TNF-a e il pH nell’esalato condensato possa essere utile

per accertare e monitorare questa ﬂogosi.

Parole chiave: infiammazione delle vie aeree; asma; BPCO; interleuchina-6; pH; tumor necrosis factor-o.

Abbrevazioni: EC = esalato condensato; IL = interleuchina; TNF = tumor necrosis factor

(CHEST Edizione Italiana 2005; 4:23-30)

L a soluzione salina ipertonica & normalmente u-
sata per I'induzione dell’espettorato.! Lespetto-
rato indotto & una metodica largamente utilizzata
per lo studio dell'infiammazione bronchiale grazie
alla sua non invasivita, semplicita, relativa sicurezza,
economicita e riproducibilita.?3 La conta cellulare e
il profilo citochinico sono infatti comunemente mi-
surati nell’'espettorato indotto per accertare lo stato
infiammatorio delle basse vie aeree.23

*Dall'Istituto di Malattie Respiratorie (Dott. Carpagnano, Bar-

baro, Cagnazzo e Di Matteo), Universita di Foggia; e dall'Isti-

tuto di Malattie Respiratorie (Dott. Di Gioia e Resta), Univer-

sith di Bari, Italia.

Manoscritto ricevuto il 13 novembre 2004; revisione accettata il

9 maggio 2005.

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

zazione scritta dell’American College of Chest Physicians

(www.chestjournal.org/misc/reprints.shtml).

Corrispondenza: Giovanna E. Carpagnano, MD, Via De

Nicolo 5, 70121, Bari, Italy; e-mail: ge.carpagnano@unifg.it
(CHEST 2005; 128:3159-3166)

La possibilita che I'inalazione di una soluzione sa-
lina ipertonica possa causare infiammazione ¢ stata
in passato sospettata.* Sono state infatti trovate, do-
po induzione dell’espettorato con soluzione salina i-
pertonica, broncostruzione, aumentata reattivita bron-
chiale alla metacolina cosi come aumentata produ-
zione di cellule e citochine infiammatorie.*

L'esalato condensato & un metodo completamente
non invasivo che serve ad ottenere campioni che
riflettono la composizione del liquido che ricopre le
vie aeree.>8 In confronto ad altre metodiche, la rac-
colta e I'analisi dell’esalato condensato non influenza
la composizione del campione.5 Molti marker sono
stati misurati nell’esalato condensato per studiare
I'infiammazione delle vie aeree come l'interleuchina
(IL)-4,7 I'interferone (INF)-a,” il tumor necrosis fac-
tor (TNF)-a.,8 I'IL-6,7 il leucotriene B, e il pH.”

Lo scopo di questo studio ¢ stato quelli di verifica-
re Ieffetto infiammatorio dell'ipertonicita. A questo
fine, abbiamo misurato due citochine solubili che
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hanno un ruolo centrale nell'infiammazione delle
vie aeree, I'TL-6 e il TNF-q, e il piti promettente tra
i marker infiammatori, il pH, nell’esalato conden-
sato di soggetti prima e dopo I'induzione dell’espet-
torato indotto con soluzione salina ipertonica e iso-
tonica.

Abbiamo inoltre confrontato la composizione cel-
lulare dell’espettorato indotto in un piccolo gruppo
di soggetti sani dopo inalazione di soluzione salina
sia ipertonica che isotonica. Per valutare il potenzia-
le ruolo di stimolazione dell’inalazione di una solu-
zione salina ipertonica sull'infiammazione delle vie
aeree abbiamo arruolato pazienti appartenenti a tre
gruppi caratterizzati da differenti gradi di infiamma-
zione delle vie aeree: pazienti con asma, pazienti
con broncopatia cronica ostruttiva (BPCO) e sog-
getti sani.

MATERIALI E METODI

Popolazione in studio

La popolazione studiata consisteva in 10 pazienti con asma, 10
pazienti con BPCO e 7 controlli sani con anammesi negativa per
malattie dell’apparato respiratorio (Tabella 1). Entrambi i gruppi
di pazienti e i controlli erano caucasici e furono arruolati presso
la Divisione di Malattie dell’Apparato Respiratorio dell'Univer-
sita di Foggia. Il consenso informato & stato ottenuto in tutti i
soggetti arruolati. Lo studio & stato approvato del Comitato Etico
Istituzionale. La diagnosi di asma e la valutazione della sua gra-
vita sono state fatte all’arruolamento in accordo al “Global Initia-
tive for Asthma guidelines”.? La diagnosi di BPCO e stata fatta
in accordo al “Global Initiative for Chronic Obstructive Lung
Disease guidelines”.10

Durante lo studio, sono stati permessi solo By-agonisti short-
acting per via inalatoria onde alleviare la sintomatologia clinica.
Gli steroidi per via inalatoria o per os sono stati sospesi almeno
due settimane prima dell’arruolamento allo studio. Nessun pa-
ziente ha riportato un’anamnesi positiva per infezioni respirato-
rie delle alte vie aeree nelle precedenti 4 settimane.

Alla prima visita, tutti i soggetti sono stati sottoposti ad esame
obiettivo, a test di funzionalita respiratoria, a valutazione dello
stato atopico e al test alla metacolina. Due giorni dopo, sono stati

Tabella 1—Caratteristiche dei soggetii*

Caratteristiche BPCO Asmatici  Soggetti sani
Numero 10 10 7
Eta (anni) 62 + 6 47 + 10 42 + 5
Sesso (M/F) 6/4 4/6 5/2
FEV, (% del predetto) 750+69 659 + 98 112 + 18%
FVC (% del predetto) 855+6,9 T727+6,5 119 + 9%

PD,, ADVANCE, pl (mcg) > 1.600 553 + 362 > 1.600

*T valori sono espressi come media = DS. Definizioni e abbrevia-
zioni: BPCO: broncopatia cronica ostruttiva; FEV, = volume espi-
ratorio forzato nel primo secondo; FVC = capacita vitale forzata;
PD,, = dose provocativa di metacolina in grado di causare una ridu-
zione del 20% del FEV,.
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sottoposti all'inalazione di una soluzione salina ipertonica (NaCl
4,5%) [seguita dalla procedura di induzione dell’espettorato],
preceduta e seguita dalla raccolta dell'esalato condensato (entro
15 minuti dall'inalazione della soluzione salina). Dopo 1 setti-
mana, alla stessa ora del giorno, un piccolo gruppo di questi sog-
getti (5 pazienti con asma, 5 pazienti con BPCO e 5 soggetti
sani) & stato sottoposto all'inalazione di una soluzione salina iso-
tonica (NaCl 0,9%). Lespettorato indotto & stato raccolto in que-
sti soggetti, dopo inalazione sia della soluzione salina ipertonica
che isotonica.

Disegno dello studio

Questo studio & stato disegnato per studiare T'effetto dell’ina-
lazione di una soluzione salina ipertonica sull'infiammazione
delle vie aeree attraverso I'analisi dell’esalato condensato.

Inalazione della soluzione salina ipertonica e isotonica

I FEV, e 'FVC sono stati misurati prima e 10 minuti dopo I'i-
nalazione di salbutamolo (2 puff, 200 pg). I soggetti hanno poi
inalato una soluzione salina ipertonica (4,5%) o isotonica (0,9%)
nebulizzata a tempi crescenti di 1, 2, 4, 8 e 16 minuti, in accordo
con Spanevello e coll.Il Il FEV, & stato ripetuto 1 minuto dopo
ogni inalazione.™ La soluzione salina & stata nebulizzata con un
nebulizzatore ad ultrasuoni (DeVilbiss 65; DeVilbiss Corpora-
tion; Somerset, PA).

Espettorato indotto

Lespettorato & stato raccolto in un piccolo gruppo di pazienti
(5 con asma, 5 con BPCO e 5 sani) sottoposti all'inalazione di
soluzione salina ipertonica e poi isotonica. L'espettorato indotto
& stato processato secondo Spanevello e coll.!!

La conta cellulare ¢ stata fatta in cieco alle caratteristiche cli-
niche. E stato definito adeguato un espettorato selezionato nel
quale ci fossero meno del 20% di cellule squamose e una vitalita
superiore al 50%.

Accertamento dello stato atopico

Lo skin-prick test per aeroallergeni & stato eseguito ed inter-
pretato come in precedenza.l?

Test bronchiale alla metacolina

1l test di stimolazione bronchiale alla metacolina & stato ese-
guito in tutti i soggetti arruolati allo studio secondo Sterk e
coll.13 2 giorni prima dell'inalazione della soluzione salina. Il test
bronchiale & stato eseguito in tutti i soggetti alla stessa ora del
giorno e nelle stesse condizioni ambientali.

Funzionalita respiratoria

I test di funzionalita respiratoria sono stati eseguiti durante la
prima visita e prima dell'inalazione della soluzione salina, utiliz-
zando lo spirometro della Sensor-Medics (Yorba Linda, CA).

Esalato condensato

Lesalato condensato ¢ stato raccolto usando un condensatore
(EcoScreen; Jaeger; Wurzburg, Germany). Ai soggetti & stato
chiesto di respirare a volume corrente, con una frequenza nor-
male, attraverso un boccaglio collegato ad una valvola di non
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ritorno a due vie, indossando uno stringinaso per 10 minuti.
I soggetti sono stati avvisati di ingoiare la saliva qualora ne aves-
sero avuta percezione in bocca. Lesalato condensato, almeno
1 ml, & stato raccolto sotto forma di ghiaccio a ~20°C, aliquotato
in provette Eppendorf e trasferito immediatamente dopo a
—70°C. I campioni sono stati analizzati entro 3 mesi dalla rac-
colta. Per escludere una possibile contaminazione salivare, nel-
I'esalato condensato & stata analizzata Iattivita dell’amilasi.

Misurazioni del TNF-a e della 1L-6

Uno specifico test immunoenzimatico (Cayman Chemical;
Ann Arbor, MI) & stato usato per misurare le concentrazioni del
TNF-a e della IL-6 nell’esalato condensato. La variabilitd inter-
e intra-campione sono state < 10%. Il limite di misura dei test &
stato rispettivamente di 1,5 pg/mL e 1,5 pg/mL. La riproducibi-
lita delle ripetute misurazione del TNF-o e della IL-6 nell'esa-
lato condensato ¢ stata confermata con il test di Bland e Altman
e dal coefficiente di variazione.l4

Misurazione del pH

Un pH stabile & stato ottenuto in tutti i casi dopo deareazione
del campione con argon (350 mL/min) per 10 minuti, come pre-
cedentemente riportato.’> Il pH & stato poi misurato entro 5
minuti dalla raccolta dell’esalato condensato con un pHmetro
(Corning 240; Corning, Science Products Division; Acton, MA)
che ha un range da 0,00 a 14,00 e una risoluzione/accuratezza
dell’ordine di 0,01 + 0,02.

Analisi statistica

I dati sono stati espressi come media + ES. I test di Mann-
Whitney ¢& stato usato per confrontare i gruppi. I test di correla-
zione dei ranghi di Spearmane stato utilizzato per correlare le
variabili. I stata considerata significativa una p < 0,05.

RISULTATI

Linalazione di una soluzione salina ipertonica e iso-
tonica & stata eseguita senza osservare alcun significa-
tivo effetto collaterale o una riduzione del FEV, >
20%. Ripetute misure del FEV| non hanno mostrato
una significativa riduzione dopo ogni periodo di ina-
lazione. Tutti i soggetti asmatici sono risultati atopici
(positivi agli allegeni perenni) e positivi al test di sti-
molazione bronchiale alla metacolina (la dose [+ DS]

di provocazione di metacolina che ha causato la
caduta del FEV, del 20% & stata di 553 + 362 pg).

Espettorato indotto

Non & stata osservata alcuna differenza fra 'inala-
zione della soluzione isotonica o ipertonica, nella

ualita dei campioni di espettorato ottenuti, giudi-
cando sulla base della vitalita delle cellule e dall’e-
stensione della contaminazione con cellule squamo-
se. Inoltre, non sono state osservate differenze stati-
sticamente significative fra conta cellulare totale e
differenziale tra I'espettorato indotto con soluzione
salina ipertonica e isotonica (Tabella 2).

IL-6

LTL-6 & risultata misurabile nei campioni di esa-
lato condensato di tutti i soggetti arruolati. Le con-
centrazioni di base di IL-6 nell’esalato condensato
erano significativamente pit alte negli asmatici e nei
pazienti con BPCO che nei soggetti sani (p < 0,001).
Abbiamo osservato pitt alte concentrazioni di questa
citochina dopo inalazione di soluzione salina iperto-
nica rispetto alle concentrazioni di base sia negli
asmatici (8,1 = 1,9 pg/mL vs 7,3 £ 1,5 pg/mL, p <
0,01) sia nei pazienti con BPCO (7,8 + 1,2 pg/mL vs
7,0 = 1,2 pg/mL, p < 0,05) sia nei soggetti sani (3,9
+ 0,9 pg/mL vs 3,1 + 0,7 pg/mL, p < 0,01) [Figu-
ra 1]. Tuttavia, le concentrazioni di IL-6 esalata non
hanno mostrato alcun incremento dopo I'inalazione
di una soluzione salina isotonica (6,8 + 1,7 pg/mL vs
6,9 + 1,3 pg/mL).

Le concentrazioni di IL-6 nell’esalato condensato
correlavano positivamente con il TNF-a. (r = 0,7, p <
0,001) e negativamente con il pH (r = 0,5, p < 0,01).
Le modificazioni dell'TL-6 dalle concentrazioni di
base fra asmatici (0,9 + 0,3), BPCO (1,6 + 0,6) e sog-
getti sani (1,0 = 0,2) sono risultate non significative,
con un intervallo di confidenza del 95%.

La riproducibilita delle misurazioni dell'TL-6 nel-
I'esalato condensato & stata testata in 10 soggetti sani
non fumatori (6 maschi, eth media 35 + 7 anni).

Tabella 2—Conta cellulare totale e differenziale nell’espettorato indotto™

Asmatici Asmatici BPCO BPCO Soggetti sani Soggetti sani

Variabili (NaCl0,9%) (NaCl 4,5%) (NaCl10,9%) (NaCl 4,5%) (NaCl 0,9%) (NaCl 4,5%)
Conta cellule totali x 10%/mL 27+09 29+18 32+28 33+12 27+15 26+24
Macrofagi (%) 62,3 + 5,1 64,2 + 6,9 453 + 172 423 +99 76,1 + 16 73,7 + 12
Neutrofili (%) 21,1 + 6,6 20,6 + 4,6 39,0 + 5,4 40,4 + 8,3 16,1 + 6,8 19,3+ 8,3
Eosinofili (%) 6,9 + 34 73+£29 14+04 1,8+02 0,7+0,3 0,5+0,2
Linfociti (%) 1,1+28 0,9+34 2.4 + 14 2,1 +37 1,1+21 1,7+ 3,7
Cellule epiteliali (%) 99+26 8,1+29 12,1 + 2.7 13,0 3,3 12,7 + 3,7 11,1 + 3,7

*T valori sono espressi come media + DS.

CHEST / Edizione ltaliana / VIl / 4 / OTTOBRE-DICEMBRE, 2005 25



A 124 B 12+ C 6-

- = 2

£ £ £

N ~ ~

=) o =3

k=" £ £ 44

o o o

® ] T

T 81 w8 T

(/] (2] (%]

Q0 o o

5 3 :2 °© 2+

c c [=

9 ® @

= = =

4 4 0

Preinalazione Postinalazione Preinalazione Postinalazione Preinalazione Postinalazione
di soluzione di soluzione di soluzione di soluzione di soluzione di soluzione
ipertonica ipertonica ipertonica ipertonica ipertonica ipertonica

FIGURA 1. Concentrazioni di IL-6 nell’esalato condensato di pazienti asmatici (A), BPCO (B) e sog-
getti sani (C) prima e dopo I'inalazione di una soluzione salina ipertonica.

Nella maggioranza delle misurazioni, la differenza
tra 2 valori di IL-6 rimaneva tra + 2 DS (differenza
media 0,03 + 0,24 pg/mL). Il coefficiente di varia-
zione misurato per I'TL6 & stato di 5,9%.

TNF-o

Il TNF-a ¢ risultato misurabile nei campioni di e-
salato condensato di tutti i soggetti arruolati. Le
concentrazioni di base di TNF-a nell’esalato con-
densato sono significativamente piti alte negli asma-
tici e nei pazienti con BPCO che nei soggetti sani
(p < 0,001). Abbiamo osservato piti alte concentra-
zioni di TNF-a dopo inalazione di soluzione salina
ipertonica rispetto alle concentrazioni di base sia
negli asmatici (9,4 = 2,0 pg/mL vs 7.8 = 0,7 pg/mL,
p < 0,05) sia nei pazienti con BPCO (9,1 + 1,6 pg/
mL vs 8,2 + 1,3 pg/mL, p = 0,1), sia nei soggetti sani
49 =+ 0,5 pg/mL vs 42 + 0,6 pg/mL, p < 0,005)

[Figura 2]. Tuttavia, le concentrazioni di TNF-a
esalato non hanno mostrato alcun incremento dopo
I'inalazione di una soluzione salina isotonica (7,3 +
1,6 pg/mL vs 7,4 + 1,8 pg/mL). Le concentrazioni di
TNF-a nell’esalato condensato correlavano negati-
vamente con il pH (r = -0,6, p < 0,005) e negativa-
mente con il pH (r = 0,5, p < 0,01).

Le modificazioni del TNF-o dalle concentrazioni
di base fra asmatici (1,8 = 0,6), BPCO (1,5 = 0,3) e
soggetti sani (0,7 = 0,1) sono risultate non significa-
tive, con un intervallo di confidenza del 95%. La
riproducibilita delle misurazioni del TNF-o nell’esa-
lato condensato ¢ stata testata in 10 soggetti sani
non fumatori (6 maschi, etah media 35 + 7 anni).
Nella maggioranza delle misurazioni, la differenza
tra 2 valori di TNF-a rimaneva tra + 2 DS (diffe-
renza media 0,07 = 0,19 pg/mL). I coefficiente di
variazione misurato per il TNF-o. ¢ stato di 3,3%.
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FIGURA 2. Concentrazioni del TNF-o nell’esalato condensato di pazienti asmatici (A), BPCO (B) e
soggetti sani (C) prima e dopo I'inalazione di una soluzione salina ipertonica.
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FIGURA 3. pH dell’esalato condensato di pazienti asmatici (A), BPCO (B) e soggetti sani (C) prima e
dopo l'inalazione di una soluzione salina ipertonica.
pH esalato pH dopo inalazione di soluzione salina ipertonica

Il pH & risultato misurabile nei campioni di esa-
lato condensato di tutti i soggetti arruolati. Le con-
centrazioni di base del pH nell'esalato condensato
erano significativamente pitt basse negli asmatici e
nei pazienti con BPCO che nei soggetti sani (p <
0,001) [Figura 1],
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rispetto alle concentrazioni di base sia negli asmatici
(7,5 £0,2vs 7,6 + 0,1 pg/mL, p < 0,05) sia nei pa-
zienti con BPCO (7,5 + 0,1 pg/mL vs 7,6 + 0,2
pg/mL, p < 0,05), sia nei soggetti sani (7,8 = 0,1
pg/mLvs 7,9 £ 0,1 pg/mL, p < 0,01) [Figura 3]. Tut-
tavia, le concentrazioni del pH esalato non hanno
mostrato alcun incremento dopo I'inalazione di una
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FIGURA 4. Grado di riproducibilita fra due successive misurazioni di concentrazioni di IL-6 (A), TNF-a.
(B) e pH (C) nell’esalato condensato di soggetti sani con il metodo di Bland-Altman.
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soluzione salina isotonica (7,6 + 0,1 pg/mL vs 7.6 +
0,2 pg/mL). Le modificazioni del pH dalle concen-
trazioni di base fra asmatici (0,2 = 0,0), BPCO (0,1 =
0,0) e soggetti sani (0,2 + 0,0) sono risultate non
significative, con un intervallo di confidenza del
95%.

La riproducibilita delle misurazioni del pH nell’e-
salato condensato & stata testata in 10 soggetti sani
non fumatori (6 maschi, eth media 35 + 7 anni)
[Figura 4]. Nella maggioranza delle misurazioni, la
differenza tra 2 valori di pH rimaneva tra + 2 DS
(differenza media 0,01 + 0,4 pg/mL). Il coefficiente
di variazione misurato per il TNF-a & stato di 0,4%.

DISCUSSIONE

Questo studio dimostra che I'inalazione di una so-
luzione salina ipertonica di per sé causa un’infiam-
mazione di lieve entita nelle vie aeree. Le concen-
trazioni delle citochine infiammatorie sono risultate,
infatti, dopo inalazione di soluzione salina ipertonica
pitt alte rispetto a quelle di base in ogni gruppo di
soggetti studiati. Inoltre, il pH & diventato piu acido.
Nessun cambiamento & stato invece osservato dopo
inalazione di una soluzione salina isotonica.

Le concentrazioni di IL-6, TNF-a e del pH nell’e-
salato condensato sono risultate in correlazione fra di
loro. Al contrario, nessuna differenza & stata osserva-
ta tra la conta cellulare totale e differenziale dopo I'i-
nalazione di una soluzione ipertonica o isotonica.

Questo ¢ il primo studio nel quale viene usato l'e-
salato condensato per valutare 'effetto dell'ipertoni-
cith sull'infiammazione delle vie aeree. In confronto
al BAL, questo campione biologico non & diluito. La
procedura non influenza, inoltre, la funzionalita del-
le vie aeree neé causa infiammazione.!6.17 Abbiamo
deciso di valutare gli effetti infiammatori dell'inala-
zione di una soluzione salina ipertonica con 'EC dal
momento che la non invasivita della tecnica di rac-
colta di questo campione permette ripetute raccolte
senza indurre infiammazione. Poiché in questo cam-
pione biologico ¢’ un numero insufficiente di cel-
lule, abbiamo deciso di studiare I'infiammazione
delle vie aeree misurando mediatori solubili come le
citochine.

Abbiamo scelto di misurare due mediatori solubili,
I'TL-6 e il TNF-a. LIL-6 & un marker infiammatorio
con note proprieta chemoattraenti per i neutrofili e
di attivazione di queste cellule. Inoltre, possiede
lacapacita di dirigere la risposta immunitaria T-hel-
per di tipo 2.1819 Il TNF-a & una citochina nota per
la sua capacita di mediare e aumentare la reazione
infiammatoria.?’ Queste citochine sono state prece-
dentemente misurate da Purokivi e coll.2! che ne
hanno dimostrato la riproducibilita, studiando gli
effetti infiammatori dell'inalazione di una soluzione
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salina nell’espettorato indotto ripetuto dopo 48 ore.

I nostri risultati sono in accordo con quelli dei
precedenti studi??>?3 sugli effetti della soluzione
salina ipertonica sull'aumentata produzione di cito-
chine infiammatorie in vitro e in vivo. Essi confer-
mano il coinvolgimento dei neutrofili nell'infiamma-
zione indotta dalla soluzione salina, come preceden-
temente descritto da Nightingale e coll.>* In questo
studio, abbiamo inoltre osservato un aumento delle
concentrazioni delle citochine infiammatorie dello
stesso grado dopo inalazione di soluzione ipertonica
in ogni gruppo di pazienti arruolati. Questi risultati
sono molto importanti dal momento che escludono
altri stimoli infiammatori come causa della infiam-
mazione delle vie aeree.

I dati sul pH esalato confermano quelli sulle cito-
chine riguardo I'infiammazione indotta da una solu-
zione ipertonica. Un’acidificazione dell’esalato con-
densato ¢ stata infatti trovata dopo induzione dell’e-
spettorato con soluzione salina ipertonica ma non con
soluzione salina isotonica in tutti i gruppi di soggetti
studiati. La riduzione dei valori del pH dell’esalato
come risultato di un’infiammazione delle vie aeree era
gia stato segnalato da Hunt e coll.?> e verificato da
una sua normalizzazione dopo trattamento antinfiam-
matorio. Le cellule infiammatorie principalmente
coinvolte nell’acidificazione del pH sembrano essere i
neutrofili.?6 I granuli di queste cellule contengono la
mieloperossidasi che é rilasciata nelle vie aeree e cata-
lizza la reazione tra perossido d” idrogeno e ioni clo-
ruro a formare I'acido ipocloridico (HOCI).2™ Questo
acido molto volatile sembra giocare un ruolo chiave
nell’acidificazione dell’esalato condensato.26

In accordo con precedenti risultati del nostro
gruppo, abbiamo osservato una correlazione nega-
tiva tra pH esalato e gli altri marker infiammatori
neutrofili (IL-6, TNF-a), che conferma la nostra
precedente ipotesi che il pH dell’esalato & un mar-
ker di infiammazione neutrofila.” Noi crediamo che
la correlazione osservata tra IL-6, TNF-a e pH po-
trebbe suggerire che ognuno di questi marker sia
correlato con l'intensita dell'infiammazione in atto.

Tuttavia, dati contrastanti sono riportati in lettera-
tura sugli effetti dell'inalazione di una soluzione sa-
lina sull'infiammazione delle vie aeree.17-2829 La di-
screpanza esistente tra i differenti studi molto proba-
bilmente riflette differenze metodologiche e diffe-
renti popolazioni in studio. I soggetti con una preesi-
stente infiammazione delle vie aeree possono nascon-
dere Teffetto infiammatorio della soluzione salina
ipertonica. Per ovviare a questo problema, abbiamo
deciso di studiare tre gruppi di soggetti con differenti
status infiammatori delle vie aeree: asmatici, pazienti
con BPCO e soggetti sani. Per quanto riguarda 'ulti-
mo gruppo, i dati disponibili sono molto limitati non-
ostante i controlli sani siano un target di studio parti-
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colarmente utile, non presentando una preesistente
infiammazione delle vie aeree.3 Laumento dell' TL-6
e del TNF-a nell’esalato condensato rispetto alle
concentrazioni di base, che noi abbiamo osservato nei
soggetti sani, rappresenta dunque un’importante evi-
denza che l'ipertonicitd genera un’infiammazione
delle vie aeree di lieve entita. In questo studio, un
aumento nella preesistente infiammazione delle vie
aeree ¢ stato trovato nei soggetti asmatici e BPCO
dopo inalazione di una soluzione salina ipertonica.
Questi risultati suggeriscono che l'ipertonicita stessa
possa anche agire aumentando ulteriormente I'in-
fiammazione delle vie aeree di base nei soggetti
affetti da malattie respiratorie.

In questo studio, abbiamo confermato che I'iperto-
nicita stessa & responsabile dell'infiammazione delle
vie aeree dal momento che le citochine infiammato-
rie non hanno mostrato alcun aumento dopo indu-
zione dell’espettorato con soluzione salina isotonica.
Questi risultati suggeriscono che l'infiammazione
delle vie aeree osservata dopo inalazione di una solu-
zione ipertonica non & secondaria allo stimolo mecca-
nico causato dall'induzione dell’espettorazione ma
dall'ipertonicita. La nostra supposizione & confermata
da Beier e coll.3! che hanno mostrato una riduzione
dell’ossido nitrico dopo soluzione salina ipertonica
ma non dopo una soluzione salina isotonica.

Molte ipotesi sono state fatte per spiegare il mec-
canismo dell'infiammazione indotta da soluzione
salina ipertonica. La teoria piu importante ipotizza
un aumento della permeabilita vascolare attraverso
il rilascio di neuropeptidi dai nervi sensoriali. Que-
sta permeabilita vascolare & stata dimostrata, al
momento, solo nei ratti.4

Abbiamo analizzato l'effetto della ipertonicita do-
po 15 minuti di inalazione della soluzione salina.
L’aumento nei marker infiammatori a questo “time
point” potrebbe essere transitorio e non avere signi-
ficato clinico. Questi risultati, pertanto, necessitano
di essere confermati dopo un periodo pit lungo.

In questo studio, abbiamo anche ricercato I'effetto
dell'ipertonicita sulla conta cellulare differenziale
nell’espettorato indotto di un piccolo gruppo di sog-
getti sani arruolati, dopo I'inalazione di una solu-
zione salina ipertonica e 7 giorni dopo I'inalazione di
una soluzione salina isotonica. Abbiamo eseguito le
due induzioni a 7 giorni di intervallo 'una dall’altra
per evitare I'influenza della prima induzione sulla
composizione cellulare del secondo campione di
espettorato, come precedentemente riportato.3?

In accordo con precedenti studi, non abbiamo tro-
vato alcuna differenza rispetto alla conta cellulare
totale e differenziale tra i due metodi di induzione
dell’espettorato. Questi risultati indicano che I'inala-
zione di una soluzione salina ipertonica di per sé
potrebbe indurre il rilascio di mediatori della flogosi

nelle vie aeree ma non induce cambiamenti nelle
cellule infiammatorie.32-33

In conclusione, i nostri risultati, forniscono evi-
denze che I'inalazione di una soluzione salina iperto-
nica causa un’infiammazione lieve delle vie aeree
che potrebbe essere dimostrata attraverso il dosag-
gio delle concentrazioni di marker infiammatori,
come I'TL-6, il TNF-a e il pH, nell’esalato conden-
sato. Questo studio conferma ulteriormente I'utilita
dell’analisi dell’esalato condensato come metodica
non-invasiva e ripetibile di monitoraggio dell'infiam-
mazione delle vie aeree.
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