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View point

Siamo pronti a monitorare I'inflammazione delle vie aeree?

E da tempo noto che 'asma & una malattia infammatoria delle
vie aeree. Alcuni studi pubblicati negli ultimi anni hanno dimostrato
che a tale infiammazione contribuiscono, in misura differente da sog-
getto a soggetto, svariati meccanismi e cellule, suggerendo l'ipotesi
che alla base dell'asma possano esserci diversi fenotipi infiammatori.
Da queste considerazioni deriva la necessita di monitorare non solo
i sintomi e la funzionalita respiratoria ma anche l'infiammazione delle
vie aeree nei bambini asmatici. Per fare cio si possono utilizzare diver-
se metodiche che vengono ampiamente discusse dagli autori che
hanno contribuito a questo numero.

Larticolo di Stenghele et al, descrive la broncoscopia che, in
associazione al broncolavaggio e alla possibilita di eseguire biopsie
bronchiali, rappresenta la metodica di riferimento per lo studio diret-
to dell'infiammazione asmatica e del rimodellamento delle vie aeree.
Gli altri articoli raccolti in questo numero descrivono invece metodi-
che per lo studio indiretto dell'infiammazione asmatica. Tutte queste
tecniche hanno la caratteristica di essere non invasive, pur associan-
dosi a un variabile grado di discomfort per il bambino.

Larticolo di La Grutta descrive in maniera esaustiva 'ampio
panorama dei marker di flogosi dosabili nel sangue, entrando nel det-
taglio del loro significato e delle loro variazioni in risposta alla terapia
o a fattori ambientali. Accanto a questo articolo si colloca quello di
Fiocchi et al. che ben illustra il significato del dosaggio nel sangue delle
IgE specifiche in relazione alla malattia asmatica.

Milanesi et al. hanno contribuito con un articolo sull'espettorato
indotto, ben descrivendo la tecnica di esecuzione e il significato di
questa metodica che pud essere molto informativa, anche se, pur-
troppo, talvolta di difficile esecuzione nei bambini.

Infine gli articoli di Bonetto e Corradi descrivono le due metodi-
che pili recenti e meno invasive per lo studio dellinflammazione asma-
tica: la misura dell'ossido nitrico (NO) esalato e I'analisi del condensa-
to dell'aria espirata. La misura dellNO espirato, marker indiretto di
infammazione eosinofilica delle vie aeree, sta per entrare nella pratica
clinica. L'analisi del condensato apre la strada allo studio della biochimi-
ca delle vie aeree ma, al momento, resta una metodica di ricerca.

Si tratta di un numero ricco di dati aggiornati e spunti interessanti.

Auguro a tutti una buona lettural

Eugenio Baraldi
e-mail: baraldi@pediatria.unipd.it



Pneumologia Pediatrica 2006; 24: 5-11 5

Gea Bonetto, Genny Gottardi, Sara Donega, Silvia Carraro, Stefania Zanconato, Eugenio Baraldi

Dipartimento di Pediatria, Universita di Padova

La misura dell’ossido nitrico nella
pratica clinica

Nitric oxide measurement in
clinical practice

Parole chiave: asma, infiammazione delle vie aeree, ossido nitrico

Key words: asthma, airway inflammation, nitric oxide

Riassunto. L'ossido nitrico nell'aria espirata ¢ un affidabile biomarker di inflammazione eosinofilica delle vie aeree ed € misu-
rabile con una tecnica non invasiva.Vi & quindi un interesse crescente in merito alla possibilita della sua applicazione nella pra-
tica clinica ed il recente sviluppo di uno strumento portatile ha reso concreta tale prospettiva. La misura del FEy o, come mar-
ker di flogosi eosinofilica, puo rappresentare anzitutto un aiuto nel modulare la terapia steroidea nei pazienti asmatici. Livelli
elevati di FEn o sembrano infatti predire la probabilita di risposta alla terapia con steroidi inalatori (ICS) e alcuni studi hanno
inoltre dimostrato che l'introduzione del FEy o nei percorsi decisionali dei pazienti asmatici pud migliorare il rapporto costo-
beneficio della terapia steroidea, o migliorando I'outcome stesso dei pazienti o riducendo il dosaggio complessivo di ICS a pari-
ta di outcome. Bassi valori di FEN o durante la fase di riduzione della terapia steroidea sembrano avere un significato progno-
stico positivo ed il monitoraggio periodico del FEy o alla sospensione degli ICS sembra predire le riacutizzazioni cliniche. Nel
paziente con sintomatologia respiratoria aspecifica, la valutazione del FE\o permette di individuare od escludere la presenza
di flogosi eosinofilica delle vie aeree, completando cosi le informazioni ottenute dai test di funzionalita respiratoria. In partico-
lare i pazienti con fibrosi cistica o discinesia ciliare primitiva presentano valori bassi o normali di FEyo.

In conclusione, le evidenze disponibili supportano I'introduzione dell'utilizzo della misura del FEy o anche nella pratica clinica,
in particolare nella gestione del bambino con asma di difficile controllo e nella valutazione del paziente con sintomatologia
respiratoria aspecifica.

Accettato per la pubblicazione il 21 novembre 2006.

Corrispondenza: Prof. Eugenio Baraldi, Dipartimento di Pediatria, Universita di Padova,Via Giustiniani 3, 35128 Padova;
e-mail: baraldi@pediatria.unipd.it

Introduzione

L'ossido nitrico (NO) € un gas prodotto dalla tra-
sformazione enzimatica dellarginina in citrullina.
L'enzima coinvolto nella reazione & ['ossidonitrico-
sintetasi (NOS), presente nelle vie aeree in due
isoforme costitutive ed un'isoforma inducibile,
espressa in seguito a stimoli infiammatori. Essendo
un radicale libero, INO ¢ una molecola instabile
con un’emivita di pochi secondi e da origine rapi-
damente a numerosi composti (nitrati, nitriti,
perossinitriti, nitrosotioli, nitrosoproteine). Molte
delle azioni svolte dal’lNO vengono esercitate dai
composti stessi ed inoltre alcuni di essi, come i
nitrosotioli e le nitrosoproteine, fungono anche da

riserva di ossido nitrico. A livello delle vie aeree
I'NO esercita uno spettro molto ampio di funzio-
ni tra cui le principali sono la modulazione del
tono bronchiale, la stimolazione della funzionalita
ciliare e l'inibizione della replicazione virale (I).
Risale al 1993 la prima segnalazione che i pazienti
asmatici presentano valori aumentati di ossido
nitrico esalato (FEno) (2). Tale riscontro € stato
poi confermato da numerosi studi sia nell'adulto
che in eta pediatrica, che hanno mostrato come
tale biomarker si associ alla presenza di flogosi
eosinofilica delle vie aeree e si modifichi in rispo-
sta alla terapia steroidea (3, 4).



Bonetto, et al.

Per la misura del FEN o in eta pediatrica sono di-
sponibili Linee Guida internazionali. La tecnica pre-
vede che il bambino inali aria priva di ossido nitri-
co da un boccaglio fino alla capacita polmonare
totale ed esali nello stesso boccaglio mantenendo
un flusso di 50 ml/sec per almeno 6 secondi.
Questo tipo di misura richiede quindi un certo
grado di collaborazione per mantenere |'espirazio-
ne a flusso costante e pud venire proposta dai 4
anni in poi. Esistono, per ora solo in ambito di
ricerca, anche tecniche di misura del FEy o in bam-
bini pit piccoli, in cui la misurazione avviene facen-
do respirare il bambino a volume corrente (5).
Lo strumento a chemiluminescenza tradizional-
mente usato per la determinazione del FEyo
richiede calibrazioni frequenti ed una certa espe-
rienza nell'uso ed € quindi indicato principalmente
per laboratori di fisiopatologia respiratoria.
Recentemente si € reso disponibile sul mercato
anche uno strumento portatile che amplia le pro-
spettive di utilizzo di questo biomarker a livello
ambulatoriale ed addirittura domiciliare. | risultati
ottenuti con lo strumento portatile presentano
una buona concordanza con quelli dello strumen-
to tradizionale (6).

Allo stato attuale le Linee Guida non includono
intervalli di riferimento definiti. Tuttavia nel 2005
sono stati pubblicati valori di FE o ricavati da uno
studio multicentrico condotto su 400 bambini sani
(eta 4-17 anni). Sono stati stimati i valori massimi
di normalita che risultano compresitra |5 ppb per
i bambini piu piccoli e 25 ppb per gli adolescenti.
Complessivamente l'intervallo dei valori normali
riportato in questa popolazione di bambini sani &
risultato compreso tra 5 e 25 ppb (7).
Nell'eseguire la misura bisogna comunque tenere
in considerazione che alcune manovre quali I'ese-
cuzione di spirometria, i test di broncoprovoca-
zione, test da sforzo o I'induzione dell'espettora-
to possono ridurre transitoriamente i valori di
FEnO (8, 9).

| valori di FENo sono inoftre influenzati anche da
altri fattori tra cui la razza (i soggetti non caucasi-
ci presentano valori piu elevati), I'assunzione di
alcol o il fumo di sigaretta (che ne riducono
transitoriamente i valori) e le infezioni respirato-
rie, che fanno invece aumentare ['ossido nitrico
esalato (7, 10-12). Quest'ultimo correla inoltre
con la presenza di atopia in modo indipendente
dalla presenza di manifestazioni allergiche a cari-
co delle basse vie respiratorie (13).

Impiego dell’ossido nitrico nella
pratica clinica

FENO € asma

La patologia per cui si dispone di maggiori eviden-
ze ed esperienza nell'applicazione della misura del-
l'ossido nitrico esalato € 'asma. In questa patologia
la valutazione del FEyo aiuta a distinguere fra
diversi fenotipi di flogosi bronchiale e pud essere
utile per individualizzare ed ottimizzare la terapia
steroidea.

LNO e infatti aumentato nell'aria esalata dei
pazienti asmatici come conseguenza dell'induzione
dell'isoforma inducibile dell'ossidonitricosintetasi
(INOS) da parte di numerose citochine proin-
fiammatorie. | suoi valori correlano con gli eosino-
fili dello sputo, del liquido di broncolavaggio, delle
biopsie bronchiali (3, 14).1 farmaci corticosteroidei
riducono I'NO in modo dose-dipendente per un'i-
nibizione diretta della trascrizione delliNOS e per
una riduzione delle citochine che ne inducono l'e-
spressione (15, 16). I montelukast (appartenente
alla classe degli antagonisti recettoriali dei leuco-
trieni) riduce il FENo in modo indipendente dagli
steroidi con un'efficacia tuttavia minore (17).

Quando cominciare una terapia con steroidi inalatori?

Nella pratica clinica la scelta di iniziare una terapia
con corticosteroidi per via inalatoria si basa sul
presupposto che la presenza di sintomi o di una
disfunzione ventilatoria ostruttiva alle prove di fun-
zionalita siano espressione di infiammazione bron-
chiale. Tuttavia la relazione tra sintomi, funzionalita
respiratoria ed infiammazione delle vie aeree é
debole (18) e non tutti i tipi di flogosi bronchiale
rispondono alla terapia steroidea (19). La defini-
zione di asma bronchiale comprende infatti un
gruppo di condizioni eterogenee tra cui l'asma
allergico e quello non allergico, I'asma espressione
di un meccanismo prettamente neurogenico e
quello determinato dalla presenza di infiammazio-
ne bronchiale di tipo eosinofilico o neutrofilico.

Il razionale dell'introduzione della misura dell'ossi-
do nitrico nell'aria esalata nella pratica clinica con-
siste quindi nel fatto che esso rappresenta un mar-
catore indiretto di infiammazione eosinofilica delle
vie aeree, la quale & caratteristicamente sensibile
agli steroidi (20).

Questo € stato confermato da uno studio che ha
mostrato come la misura del FE\ g sia in grado di
predire il successo di una terapia con ICS in bambi-
ni con asma lieve o moderato. | soggetti infatti con



ossido nitrico esalato elevato prima di cominciare la
terapia hanno una probabilita maggiore di rispon-
dere e di mantenere un buon controllo della
malattia con la terapia steroidea (21, 22).

Come modulare la terapia steroidea?

La valutazione diretta della flogosi nella gestione
della malattia asmatica potrebbe inoltre contribui-
re a razionalizzare I'uso degli steroidi con l'intento
di ridurre il numero di riacutizzazioni utilizzando la
dose minima sufficiente di farmaco. Si ridurrebbe
cosi anche il rischio di effetti collaterali, diretta-
mente correlati al dosaggio e di particolare rilievo
nell'uso protratto in eta pediatrica (23).

In questa direzione € stato condotto uno studio di
Green che ha incluso la conta degli eosinofili nello
sputo indotto nella valutazione di un gruppo di
pazienti asmatici. Questa modalita ha permesso di
ridurre il numero di esacerbazioni a parita di
dosaggio complessivo di ICS (24).

Tuttavia linduzione dello sputo presenta limitate
possibilita di una routinaria applicazione nella pratica
clinica ambulatoriale per i tempi, le infrastrutture
richieste e la bassa percentuale di successo nell'ot-
tenere un campione adeguato nei bambini. Lossido
nitrico, pur con i limiti di essere un marcatore indi-
retto di flogosi eosinofilica, presenta il duplice van-
taggio di essere assolutamente non invasivo, sempli-
ce nell'esecuzione e di fornire risuftati immediati dis-
ponibili gia durante la visita che possono essere uti-
lizzati in modo complementare allanamnesi, alle
prove di funzionalita respiratoria ed all'esame obiet-
tivo. Alcuni studi che hanno considerato la sua intro-
duzione nei percorsi decisionali dei pazienti asmatici
hanno mostrato che questa pratica € in grado di
migliorare I'outcome dei pazienti o di ridurre il dosag-
gio complessivo di ICS a parita di outcome (25, 26).
Uno studio di Smith ha mostrato infatti una ridu-
zione di circa il 40% nella dose di steroidi inalato-
ri utilizzata per ottenere un controllo sovrapponi-
bile delle riacutizzazioni asmatiche quando veniva
usata la misura del FENo come guida nella pre-
scrizione di steroidi (370 pg di fluticasone/die al
posto di 640/die) (25).

Un ulteriore studio ha confermato ['utilita della
misura del FEyg nella gestione dellasma in eta
pediatrica. Se veniva utilizzato infatti anche questo
dato per modulare la dose di ICS si otteneva un
analogo controllo dei sintomi ma una riduzione
delliperreattivita bronchiale con dosi cumulative
equivalenti di steroidi (26).

La misura dell’ossido nitrico nella pratica clinica

Tuttavia tali dati non sono univocamente confer-
mati. Un recente studio non ha infatti evidenziato
un impatto sugli outcome clinici in bambini seguiti
anche con la misura FEy o che hanno di converso
utilizzato una dose cumulativa maggiore di steroi-
di rispetto a pazienti seguiti unicamente con valu-
tazione clinica e funzionale (27).

E opinione condivisa che una volta raggiunto un
buon controllo clinico e funzionale della malattia la
dose degli steroidi inalatori debba essere progressi-
vamente ridotta alla dose minima efficace. Tuttavia la
valutazione di sintomi e spirometria sembra fornire
un'informazione non esaustiva e I'inclusione nel pro-
tocollo decisionale di un marcatore di infiammazio-
ne fornirebbe un aiuto nella scefta di scalare la tera-
pia, individuando quali pazienti potrebbero presen-
tare piu probabilmente una ricaduta alla riduzione
del dosaggio. Tale aspetto € stato confermato da uno
studio dove l'assenza di eosinofili allo sputo e bassi
valori di FEN o aiutava ad individuare quali pazienti
non avrebbero presentato una riacutizzazione allo
scalo della terapia (28). Se queste evidenze suppor-
tano il ruolo del FENo come guida nella riduzione
del dosaggio degli ICS, valori aumentati di FEx o non
costituiscono invece indicazione a aumentare la
terapia in un paziente asintomatico (4).

Alla sospensione della terapia chi ricadra?

La valutazione del FEN o al raggiungimento di una
stabile remissione clinica, quando si decide di
sospendere gli ICS, non si € dimostrato predittivo
del successivo decorso (29). Tuttavia il suo monito-
raggio periodico dopo la sospensione sembra in
grado di predire lo sviluppo di riacutizzazioni. Uno
studio ha monitorato infatti I'andamento di un grup-
po di bambini asmatici per 6 mesi dopo la sospen-
sione della terapia steroidea. | bambini che hanno
sviluppato una riacutizzazione della malattia nel
corso del follow-up avevano presentato un graduale
progressivo aumento del FEyo, pur in assenza di
sintomi. Partendo con valori sovrapponibili di FEx o
al momento della sospensione degli steroidi, dopo 2
e 4 settimane i bambini che avrebbero presentato
una ricaduta mostravano infatti valori di FE\ o signi-
ficativamente pit elevati (medie di 40,8 e 15,9 ppb
a 4 settimane rispettivamente nei due gruppi).

Compliance

La spiccata sensibilita dell'ossido nitrico agli steroidi
permette di sfruttare questo strumento anche per
il monitoraggio della compliance dei pazienti (30).
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Livelli elevati di FEN o in un paziente asmatico sin-
tomatico, infatti, indicano verosimilmente un trat-
tamento con steroidi inalatori inadeguato, la cui
causa piu comune, una volta verificata la corret-
tezza della tecnica inalatoria, risiede in una scarsa
compliance. Vanno comunque escluse cause quali
un'infezione respiratoria intercorrente, I'esposizio-
ne antigenica o l'effettiva necessita che il paziente
richieda dosi piu elevate di steroidi inalatori o uno
steroide per bocca per raggiungere il controllo.
Sono segnalate, anche se rare, forme di reale ste-
roido-resistenza (31).

Il bambino con asma di difficile controllo

Nella pratica ambulatoriale 'impiego della misura
del FENo puod essere utile nella gestione del bam-
bino con asma di difficile controllo. In questo caso
la presenza di valori normali di NO nonostante la
persistenza dei sintomi rendono improbabile la
presenza di flogosi eosinofilica alla radice di essi,
rendendo necessario riconsiderare una serie di
cofattori (ad esempio sinusite e reflusso gastroe-
sofageo) o diagnosi differenziali quali la sindrome
da iperventilazione o malformazioni delle vie
aeree. Spesso queste condizioni possono coesiste-
re in uno stesso paziente e la misura dell'ossido
nitrico pud aiutare nel soppesarne in diversi

momenti l'importanza relativa (4, 32) (Tabella 1).
Rimangono perd ancora nodi importanti da scio-
gliere per introdurre la misura del FEy nei pro-
tocolli di gestione dellasma. Uno di essi riguarda
lindividuazione di cut-off decisionali adeguati. |
valori di riferimento disponibili riguardano pazien-
ti sani o con asma lieve o moderato, ma non ¢
noto se si possano applicare anche a quelli con
asma piu grave che potrebbero avere FEy o “basa-
i diversi. | valori intermedi rimangono ancora di
difficile interpretazione clinica. Inoltre le variazioni
di NO che predicono un'esacerbazione sono
molto diverse da paziente a paziente e lideale
probabilmente sarebbe disporre di una soglia indi-
cativa individualizzata per il singolo paziente e non
porsi come obiettivo la generica normalizzazione
del FENo (Tabella 2).

FEno € le altre patologie respiratorie
Sintomatologia respiratoria aspecifica

Oltre che nel follow-up dei pazienti asmatici la
misura del FEN o € stata proposta tra le indagini di
work-up diagnostico dei pazienti con sintomi
respiratori aspecifici. La valutazione del FEyo nel
paziente con sintomatologia respiratoria cronica
presenta infatti una buona sensibilita e specificita

Tabella 1 Ossido nitrico esalato nel paziente asmatico in terapia con steroide inalatorio. ICS, steroidi inalatori; PCD,

discinesia ciliare primitiva; FC, fibrosi cistica; BPD, broncodisplasia; RGE, reflusso gastroesofageo; LABA, 3, a lunga
durata d’azione; LTRA, antagonista recettoriale dei leucotrieni. Modificata da (4).

Significato nella gestione di pazienti asmatici in terapia con ICS

* Riconsiderare la diagnosi (broncospasmo post-infettivo, RGE, malformazioni

* Buona compliance, valutare la riduzione degli ICS

e Valutare la presenza di infezione o esposizione antigenica
e Considerare di aggiungere LABA o LTRA ed eventualmente un aumento degli ICS

FEno(ppb) Flogosi
eosinofilica
<25 Improbabile  Se sintomatici:
congenite, FC, BPD, PCD)
e Valutare LABA, ciclo di macrolide, teofillina
Se asintomatici:
25-35 Lieve Se sintomatici:

e Valutare la compliance e la tecnica inalatoria
Se asintomatici:
* Non modifiche della terapia

>35 Significativa ~ Se sintomatici:

e Valutare la compliance e la tecnica inalatoria

e Valutare la presenza di infezione o esposizione antigenica
e Considerare di aggiungere LTRA o aumentare ICS

e Considerare la resistenza agli steroidi (rara)

Se asintomatici:

¢ Non modifiche della terapia
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Tabella 2 Possibile interpretazione dei valori di ossido nitrico esalato (FEyo) in bambini con sintomatologia respira-
toria cronica. PCD, discinesia ciliare primitiva; FC, fibrosi cistica; nNO, ossido nitrico nasale; RGE, reflusso

gastroesofageo; BPD, broncodisplasia. Modificata da (4).

FEno(Ppb) Flogosi Possibile interpretazione
eosinofilica
<5 Improbabile PCD (valutare nNO)
FC
5-25 Improbabile Broncospasmo post-infettivo
RGE
PCD (valutare nNO)
Asma con flogosi neutrofilica
FC
Tracheo-broncomalacia
Sinusite
Disfunzione delle corde vocali
BPD
25-50 Lieve-moderata  Interpretazione in relazione al quadro clinico
>50 Importante

Asma allergico (diagnosi molto probabile se associato a broncoostruzione

reversibile) verosimilmente responsivo agli steroidi

nella diagnosi di asma allergico (33). Tuttavia va
sottolineato come alcuni pazienti che soddisfano i
criteri clinici e funzionali per la diagnosi di asma
possano avere valori normali di FEN o, soprattutto
se non sono atopici. LNO rappresenta quindi solo
un elemento complementare allanamnesi, alle
prove funzionali ed ai test di iperreattivita bron-
chiale nella diagnosi di asma (Tabella I).

Infezioni virali

| valori di FENo sono elevati durante le infezioni
delle alte e basse vie aeree, sia nei soggetti sani
che negli asmatici (12). In particolare sono le infe-
zioni virali a far aumentare il FEy o inducendo l'e-
spressione di INOS e cid sembra possa rappre-
sentare un vantaggio per l'ospite in quanto I'ossi-
do nitrico inibisce la replicazione virale (34).

Fibrosi cistica

Nei bambini con fibrosi cistica i valori di FENo
sono normali o ridotti, ma la sovrapposizione che
i valori presentano con quelli dei soggetti sani non
permette alla misura di questo marcatore di assu-
mere un significato diagnostico (35).

Discinesia ciliare primitiva (PCD)

| valori di ossido nitrico esalato sono piu bassi nei
soggetti con PCD che in quelli sani, ma possono
presentare un certo grado di sovrapposizione con
la normalita. | valori di ossido nitrico nasale (nNO)

sono invece estremamente bassi nei bambini con
PCD e sono in grado di differenziare nettamente
soggetti sani da soggetti affetti con sensibilita e spe-
cificita superiori al 90%.Tale test presenta quindi le
caratteristiche ideali per essere usato come scree-
ning della malattia. Bisogna comunque tenere pre-
sente che valori ridotti di nNO e FEy o si potreb-
bero registrare anche in soggetti con sinusite o
bronchiectasie senza discinesia ciliare primitiva (36).

Conclusioni

In conclusione la misura dell'ossido nitrico pud
apportare un contributo nel formulare la diagnosi
in pazienti con sintomatologia respiratoria aspeci-
fica, nella discinesia ciliare primitiva e nell'asma. Puo
inoltre contribuire a modulare la terapia steroidea
e monitorare nel tempo i pazienti asmatici. Il
riscontro di valori elevati di ossido nitrico in un
paziente asmatico asintomatico vanno comunque
valutati in un contesto clinico complessivo e non
richiedono di per se stessi una terapia. Un aumen-
to del FEN dopo la sospensione degli steroidi in
pazienti con asma in remissione € tuttavia preditti-
vo di ripresa di malattia e livelli elevati di ossido
nitrico esalato in un paziente asmatico sintomatico
indicano verosimilmente un trattamento con ste-
roidi inalatori inadeguato, spesso per una tecnica
d'uso degli inalatori non corretta o una scarsa
compliance.
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Riassunto. Per lo studio della fisiopatologia respiratoria &€ molto importante avere un metodo di campionamento delle vie
aeree che sia il pit possibile non invasivo e che consenta di ottenere pit informazioni nel corso di un singolo esame.

Il condensato dell'aria espirata (CAE) & un fluido ottenuto raffreddando I'aria esalata durante la respirazione a volume cor-
rente ed € una nuova tecnica che pud fornire una valutazione della patobiologia polmonare. Il CAE € essenzialmente forma-
to da vapore acqueo, ma anche da una serie di elementi non cellulari che sono espirati sotto forma di bio-aerosol. Si ritiene
che questi bio-aerosol siano composti di minuscole gocce formate durante il passaggio dell'aria in/espiratoria sul fluido di rive-
stimento broncoalveolare.

I CAE ¢ in grado di portare un ampio spettro di sostanze biologicamente attive e quindi rilevanti per la comprensione dei
meccanismi che sono alla base delle malattie respiratorie.

In questa revisione sono riassunte le principali applicazioni che il CAE pud avere nellambito della pneumologia pediatrica.

Accettato per la pubblicazione il | dicembre 2006.
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Introduzione

II' ruolo fisiologico del polmone & lo scambio di
ossigeno ed anidride carbonica, ma nell'aria esala-
ta sono presenti anche altre sostanze, sia gassose
che non gassose. Tra le sostanze non gassose,
distinguiamo sostanze volatili, sostanze non volatili
e semi-volatili (Tabella ). Una sostanza chimica €
considerata volatile quando ha la tendenza a pas-
sare in fase gas. Una sostanza chimica € considera-
ta non volatile quando ha poca tendenza a passa-
re in fase gas. Le caratteristiche intrinseche della
sostanza e le condizioni ambientali sono i fattori
che regolano la volatilita. Esempio di sostanze non
gassose ma volatili sono alcuni indicatori di ossida-
zione lipidica quali I'etano e il pentano (I). Si trat-
ta di composti la cui tensione di vapore, alla tem-
peratura corporea, determina un facile passaggio
in fase gas nell'aria espirata.

Ci sono poi sostanze quali sali e proteine la cui
tensione di vapore & bassa a 37°C, quindi hanno
difficolta a raggiungere l'esalato in fase di gas.
Queste sostanze sono meno faciimente rilevabili
nellaria espirata e possono essere espirate in

Tabella 1 Classificazione delle sostanze presenti

nell’aria espirata.

Gas Monossido (Monossido di azoto,
monossido di carbonio)

Sostanze volatili
(etano, pentano, benzene)

Non Gas

Sostanze semi-volatili
(acqua ossigenata)

Sostanze non volatili
(proteine, sali)
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forma di aerosol, ovvero una sospensione di un
liquido (o solido) in un gas (2).

Le sostanze gassose (NO, CO) sono, in genere,
misurate on line, ovvero il soggetto espira diretta-
mente entro un analizzatore con risultati imme-
diati. Riguardo alle sostanze non gassose ma vola-
tili, la loro raccolta & eseguita off line, ovvero l'aria
esalata € raccolta in appositi contenitori o su fibre
assorbenti e successivamente analizzata (3).

Per la raccolta delle sostanze esalate parzialmente
o non volatili, la tecnica piu utilizzata € il conden-
sato dellaria esalata (CAE) (4).

Meccanismi di formazione del CAE

L'aria esalata che esce dalla bocca ha una tempe-
ratura di circa 35 gradi ed un'umidita del 95%.
L'aria esalata & quasi completamente in equilibrio
con il vapore acqueo alla temperatura corporea.
Quando l'aria esalata impatta su una superficie piu
fredda rispetto alla temperatura del vapore
acqueo, accade il fenomeno della condensazione,
cioe la formazione d'acqua liquida dal vapore
acqueo puro o d'acqua mescolata con aria.

II' CAE, quindi, & una matrice liquida composta
essenzialmente da vapore acqueo condensato. Si
stima che la quota di vapore acqueo in esso pre-
sente sia di circa 99%. Tuttavia, nel CAE sono
determinabili numerose sostanze volatili e non
volatili biologicamente attive, il che porta a defini-
re il CAE come una soluzione acquosa. Il meccani-
smo con cui le sostanze esalate si ritrovano nel
CAE non ¢é del tutto chiaro, tuttavia si ipotizza che
piccole particelle, probabilmente goccioline che si
staccano dal film liquido che riveste le vie respira-
torie, rimangono in sospensione nell'aria espirata e
siano trasportate dalla corrente di vapore espirata.
| fattori che determinano la formazione dell'aero-
sol non sono stati studiati in dettaglio, anche se &
probabile che la tensione superficiale del liquido, la
velocita e 'umidita dell'aria inalata, i cambiamenti
nella turbolenza espiratoria svolgano un ruolo
importante.

Il contenuto in acqua dell'aria espirata diminuisce
esponenzialmente con il declino della temperatu-
ra.A 10°C gia I'81,2% del vapore acqueo conden-
sa, mentre a 0°C condensa oltre '89% di vapore
acqueo ed a -10°C condensera circa il 93,7% del
vapore acqueo. Il CAE ¢é pertanto “la componen-
te dell'aria esalata-espirata che precipita e con-
densa a temperatura compresa tra 0°C e -10°C".

Un'ulteriore importante riduzione della tempera-
tura, utilizzando ad esempio azoto liquido come
agente raffreddante non € necessaria, sia perché
non porta ad incremento notevole della frazione
di condensato, sia perché i costi sarebbero troppo
sostenuti rispetto ai benefici. Per ottenere invece
una buona quantita di condensato, piuttosto che
abbassare ulteriormente la temperatura, & meglio,
e decisamente pit conveniente, aumentare la
superficie di contatto del vapore con la fonte fred-
da; cid pud essere ottenuto attraverso una deter-
minata geometria del condensatore.

La metodica del CAE rappresenta quindi una
modalita di raccolta dell'aria esalata per analisi,
attraverso la condensazione dell'aria esalata stessa.

Raccolta del CAE

La raccolta del CAE non altera le mucose delle vie
aeree e non comporta una variabile diluizione dei
campioni, come accade invece per i campioni otte-
nuti mediante broncoscopia e lavaggio broncoal-
veolare. | pazienti possono essere studiati a qua-
lunque eta ed inoltre il CAE & particolarmente
indicato per il monitoraggio, mediante misure
sequenziali e longitudinali, in quanto non altera la
struttura e lo stato funzionale delle basse vie aeree
(Tabella 2). | dati pubblicati sui mediatori della flo-
gosi indicano che il CAE riflette le anomalie nota-
te in campioni ottenuti mediante broncoscopia.

La raccolta del CAE si effettua chiedendo al sog-
getto di respirare dalla bocca a volume corrente
per circa |5 minuti. Prima e durante la manovra, &
necessario un attento risciacquo del cavo orale,
preferibilmente con acqua distillata. L'aria esalata €
raffreddata in appositi condensatori. Il volume di
CAE ottenuto in |5 minuti € circa | ml, tuttavia la
ventilazione polmonare ¢ il principale fattore che
regola il volume di CAE prodotto. Un altro fatto-
re molto rilevante € la temperatura di raffredda-
mento dellaria esalata, in grado di condizionare

Tabella 2 Vantaggi del CAE.

Raccolta non-invasiva
Semplice e veloce
Applicabile in pazienti gravi
Adatta a bambini piccoli
Manovra non flogogena
Matrice acquosa

Non richiede manipolazioni
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quantita e composizione del liquido raccolto.
Goldoni et al. (5) hanno dimostrato una chiara rela-
zione inversa tra volume di CAE prodotto e tem-
peratura di raffreddamento, in un range di lavoro da
-10°a +5°C. Il maggior volume di condensazione lo
siaveva a -10°C, ma a cio corrispondeva anche una
maggiore diluizione del soluto, quindi una concen-
trazione ridotta. Risulta pertanto molto utile la pos-
sibilita di termostatare la provetta e raccogliere il
condensato alla temperatura pit opportuna per
ciascun analita (5).Tra i condensatori in commercio,
solo il TurboDeccs (HtalChill, Parma, Italia) € prowvi-
sto di un termostato per il controllo e la regolazio-
ne della temperatura. Di recente, Soyer et al. (6)
hanno dimostrato come in un altro sistema di rac-
colta commerciale, Rtube (Respiratory Research
Inc, VA), si assiste ad un significativo aumento della
temperatura del condensatore gia due minuti dopo
il suo trasferimento dal frigorifero alla temperatura
ambiente. In un altro condensatore commerciale,
EcoScreen (Jaeger, Wurzburg, Germany) la tempe-
ratura, al contrario, tende a scendere nel tempo,
determinando, quindi, un variabile grado di conden-
sazione, con formazione dapprima di CAE liquido,

poi di CAE ghiacciato (osservazione personale).
Un altro delicato aspetto relativo alla raccolta del
CAE consiste nella composizione dei sistemi di
raccolta. Nel processo di formazione del CAE,
minuscole gocce di fluido polmonare impattano
contro la superficie del condensatore, mischiando-
si poi al vapore acqueo condensato. Alcune
sostanze si possono adsorbire al sistema di raccol-
ta, oppure il sistema di raccolta stesso, anche
durante eventuali fasi di sterilizzazione, pud rila-
sciare sostanze interferenti con i meccanismi di
analisi del CAE. Risulta, quindi, estremamente
importante valutare fenomeni di rilascio e di
adsorbimento dei sistemi di raccolta utilizzati (7).
In tabella 3 sono riportati i principali condensato-
ri artigianali e presenti sul mercato, con i relativi
vantaggi e svantaggi.

La ricerca si sta focalizzando verso condensatori
sempre piu efficienti e dotati di sistemi per il fra-
zionamento dell'aria espirata.

E possibile raccogliere il CAE anche in bambini con-
nessi a ventilatore, posizionando il condensatore in
serie al circuito respiratorio. Muller et al. (8) hanno
determinato I'8-isoprostano nel CAE di bambini

Tabella 3 Sistemi di raccolta del condensato dell’aria esalata.

Condensatore

Nome commerciale

Non disponibile

Rtube

adattabile al ventilatore

Turbo Deccs

buona efficienza
di condensazione,

costo modesto,

Vantaggi Svantaggi

Basso costo, Non monouso,
temperatura non
controllata,
nessun frazionamento
dell’aria esalata,

materiale non inerte

portatile

Basso costo,
portatile,
monouso,

Temperatura non
controllata,
nessun frazionamento
dell’aria esalata,
costo del monouso

Costo del monouso,
nessun frazionamento
dell’aria esalata

Portatile,

monouso,

temperatura di
raffreddamento costante
e regolabile
EcoScreen Adattabile al ventilatore,
sistema di raccolta teflonato,
semplice raccordo
per spirometro

Costo elevato,
non Monouso,
temperatura non controllata,
nessun frazionamento
dell’aria esalata
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intubati dimostrando che la quantita di CAE pro-
dotta era chiaramente proporzionale alla ventilazio-
ne minuto. Tuttavia, la presenza dellumidificatore
annesso al ventilatore causava una maggiore dilui-
zione del campione, determinando quindi livelli di
8-isoprostano al di sotto del limite di rilevabilita.
Dati interessanti sono stati pubblicati relativamen-
te alla possibilita di misurare il perossido di idro-
geno nel CAE di infanti pretermine; Hitka et al. (9)
hanno dimostrato una progressiva riduzione dei
livelli di perossido di idrogeno nel CAE di bambi-
ni pretermine a seguito di ossigenoterapia.

Infine, il CAE pud essere raccolto anche nei lat-
tanti durante il sonno (10), tramite una maschera
naso-boccale connessa al condensatore.

Analisi del CAE

La raccolta del CAE e effettuata per due obiettivi
importanti:

I. avere informazioni sui meccanismi fisiopatologi-
ci nelle vie aeree rilevando i cambiamenti nei livel-
li dei mediatori;

2. avere informazioni sulla composizione del fluido
di rivestimento broncoalveolare.

Sono numerose le sostanze che possono essere
valutate nel CAE (Tabella 4), tra cui molecole di
modeste dimensioni quali perossido di idrogeno e
molecole di dimensioni maggiori quali leucotrieni,
prostaglandine, citochine, isoprostani, marker
tumorali e piccole quantita di DNA.

Le metodiche piu utilizzate per la determinazione
dei differenti mediatori sono di tipo colorimetrico
ed immunoenzimatico. Negli ultimi anni, comun-
que, al fine di ottenere una maggiore specificita
delle analisi, metodiche che utilizzano la cromato-
grafia accoppiata alla spettrometria di massa, sono
sempre piu spesso utilizzate per le analisi del CAE.
Per la maggior parte delle sostanze dosabili nel
CAE, la misura puo essere fatta sul campione non
manipolato. Tuttavia, per alcuni analiti & necessaria
una processazione del campione prima dell'analisi.
Alcune sostanze sono piuttosto labili nel CAE,
anche se conservate a basse temperature. E il caso
del perossido di idrogeno, che va dosato su cam-
pioni appena raccolti oppure € necessario aggiun-
gere una sostanza stabilizzante (acido idrossifenila-
cetuico) per una prolungata conservazione del
campione (I 1). Per l'analisi del pH, & necessario,
invece, fare gorgogliare all'interno del CAE un gas
inerte (in genere Argon) per alcuni minuti, al fine

di rimuove le sostanze volatili (soprattutto anidri-
de carbonica) e poter quindi calcolare l'acidita
fissa. Per altre sostanze, quali ad esempio alcune
citochine, € spesso necessaria una concentrazione
del campione, in genere ottenuta tramite liofilizza-
zione, al fine di consentire una migliore rilevabilita.

Applicazioni cliniche
Acqua ossigenata

L'acqua ossigenata (H,O,) e un valido indicatore
di stress ossidativo, che si forma in seguito all'atti-
vazione di radicali liberi. Si tratta di una molecola
parzialmente volatile che si misura faciimente nel-
I'aria espirata a concentrazione micromolare (UM),
con rilevazione fluorimetrica (12).

L'H,O, nel CAE € ampiamente utilizzata nellambi-
to della ricerca in pneumologia pediatrica. Una
prima sua concreta applicazione si € avuta nel
1997, quando Jobsis et al. (13) hanno dimostrato
un incremento dei livelli di H,O, nel CAE di bam-
bini asmatici rispetto ai soggetti di controllo, indi-
pendentemente dalla presenza di terapia inalatoria
con cortisone. 'anno successivo lo stesso gruppo
(14) ha definito i livelli di normalita in eta pediatri-
ca di questo indicatore, con un intervallo di riferi-
mento da <0,01 a 0,48 uM. Inoltre, gli autori hanno
dimostrato una buona riproducibilita delle misure e
la possibilita di conservare il CAE. LH,O, ¢ stata
anche dosata nel CAE di bambini con fibrosi cisti-
ca (FC). Il gruppo olandese (15) ha rilevato livelli
elevati di H,O, nel CAE di bambini durante una

15

Tabella 4 Principali sostanze determinabili nel CAE.

Indicatore Significato Determinazione
biologico
Acqua ossigenata Generazione di Fluorimetria
radicali liberi
pH Equilibrio acido pHmetro
base, reflusso
gastrico
Eicosanoidi Infiammazione, Immunoenzimatica,
(leucotrieni, stress ossidativo cromatografica
prostaglandine)
Aldeidi/ Stress ossidativo Cromatografica
isoprostani
NOx Stress nitrosoattivo Colorimetrica,
cromatografica
Conducibilita Fattore di diluizione Conducimetro
Citochine Inflammazione Immunoenzimatica
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riacutizzazione di fibrosi cistica, con successiva
riduzione dei livelli dopo trattamento antibiotico.
Da questi primi dati era, quindi, emerso che con-
dizioni associate ad infiammazione acuta (16) o
cronica (13) delle vie aeree sono caratterizzate
dalla presenza di elevati livelli di H,O, esalata,
apparentemente non influenzati dalla terapia inala-
toria con cortisone, ma ridotti dalla terapia orale
con antibiotici.

Eicosanoidi

Sono rappresentati da diverse famiglie di sostanze
(prostaglandine, trombossani, leucotrieni, lipossine,
etc.) derivate dall'acido arachidonico, che hanno la
capacita di aumentare le reazioni allergiche, la pro-
liferazione cellulare, la pressione sanguigna, le rea-
zioni infiammatorie, I'aggregazione piastrinica, la
trombogenesi e il vasospasmo.

| leucotrieni sono le sostanze pill spesso deter-
minate nel CAE a concentrazione di picogrammi,
sia con metodiche immunoenzimatiche che con
spettrometria di massa. | piu studiati sono i cistei-
nil leucotrieni (cLT), ovwero i leucotrieni C4, D4
ed E4, che sono i responsabili della fase ritardata
della reazione asmatica, ed il leucotriene By, un
metabolita flogogeno prodotto a livello dei gra-
nulociti neutrofili.

Esistono varie evidenze a favore della presenza di
elevati livelli di cLT nel CAE di bambini asmatici (17)
con una certa correlazione positiva tra livello del
mediatore e gravita clinica (18) ed un ulteriore
aumento nei livelli nel corso di riacutizzazione (19).
| livelli di cLT sembrano, inoltre, essere particolar-
mente utili per lo studio di alcune particolari forme
d'asma, quali 'asma indotta da esercizio fisico e l'a-
sma da aspirina. Carraro et al. (20) hanno dimo-
strato come i livelli di cLT nel CAE sono elevati in
bambini con asma indotta da esercizio fisico, con
una correlazione positiva tra i livelli basali del media-
tore e caduta del FEV| dopo esercizio. Antczak et
al. (21) hanno dimostrato come I'asma indotta da
aspirina sia associata ad elevati livelli di cLT nel CAE.
Un'altra interessante applicazione dell'utilizzo del
cLT nel CAE di bambini asmatici si & avuta dal
gruppo londinese di Lex et al. (22), i quali hanno
mostrato una correlazione positiva tra i livelli espi-
rati di cLT e lo spessore della membrana basale di
biopsie bronchiali, proponendo, quindi, questa
determinazione come metodo per lo studio del
rimodellamento delle vie aeree caratteristico del-
I'asma bronchiale.

Un altro utilizzo dei cLT nel CAE ¢ la valutazione
della risposta farmacologica. Biernacki et al. (23)
hanno dimostrato una riduzione tempo dipenden-
te nei livelli di cLT in asmatici dopo terapia con
antileucotrienici.

Il leucotriene B4 (LTB,4) € stato anch’esso ampia-
mente studiato nel CAE di bambini. | livelli di LTB4
sono anch'essi elevati nel CAE di bambini asmati-
ci (24), ma la principale sua applicazione riguarda
la fibrosi cistica. Bodini et al. hanno mostrato livelli
elevati di LTB4 nel CAE di bambini con fibrosi cisti-
ca, soprattutto se presente una colonizzazione
batterica con Pseudomonas aeruginosa (15).

Di recente, Bonetto et al. (26) hanno pubblicato
un interessante articolo concernente la possibilita
di utilizzare LTB4 nel CAE per valutare l'insulto
polmonare provocato da sostanze pneumotossi-
che inalate.

pH

La misura del pH nel CAE ha subito attratto
notevole interesse, nell'ipotesi che I'acidificazione
polmonare provocata dal processo infiammato-
rio possa rappresentare un NUOVO approccio
verso la conoscenza della fisiopatologia polmo-
nare. Nel 2003 Hunt et al. hanno per primi dimo-
strato come il CAE di soggetti asmatici durante
una crisi d'asma sia notevolmente pit acido (circa
5) rispetto ai valori di controllo (circa 7,5) (27). 1l
pH si determina faciimente nel CAE, sembra
essere molto riproducibile (28) e non influenza-
to dalla produzione orale d'ammoniaca (29).
Anche nei bambini con asma in fase clinicamente
stabile si osservano livelli di pH ridotti rispetto ai
controlli (30).

Un'acidificazione delle vie aeree € stata anche ripor-
tata in bambini con fibrosi cistica (31), con un'ulte-
riore acidificazione durante la riacutizzazione (32).
Tuttavia, non € ancora ben chiaro quanto le modi-
fiche di pH che si osservano nel CAE dipendano
da una reale afterazione delle vie aeree, oppure
non riflettano modifiche della flora batterica orale
(33) o la presenza di reflusso gastroesofageo (34).

NOx

Vari ossidi di azoto (NOX) sono stati determina-
ti nel CAE, quali nitrati/nitriti, nitrosotioli e nitro-
tirosina. Nitrati/nitriti sono lievemente elevati nel
CAE di bambini asmatici, ma soprattutto si assi-
ste ad un incremento nei loro livelli nei soggetti
con fibrosi cistica, in contrapposizione ai livelli di
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NO che sono quasi diagnosticamente ridotti (35).
Sembra, inoltre, interessante la possibilita di utiliz-
zare la misura di NOx nella valutazione della
risposta polmonare allimmunoterapia specifica,
come di recente pubblicato da Inci et al. (36).
L'applicazione della misura di NOx nel CAE di
soggetti con asma bronchiale sembra essere meno
promettente rispetto alla determinazione di NO
gas; tuttavia, recenti osservazioni sembrano in
parte confutare questa tesi, dimostrando come il
dosaggio di tutti gli NOx nell'aria esalata, non solo
quindi NO gas, possa permettere una migliore
comprensione dei meccanismi fisiopatologici asso-
ciati all'asma bronchiale (37).

Un altro interessante indicatore di stress nitrosoat-
tivo ¢ la nitrotirosina, prodotta dalla reazione dello
NO con I'anione superossido. Baraldi et al. hanno
evidenziato elevati livelli di nitrotirosina/tirosina nel
CAE di bambini asmatici rispetto ai soggetti di
controllo (38).

8-isoprostano e aldeidi

Si tratta di validi indicatori di ossidazione lipidica in
vivo, facilmente determinabili nel CAE. Gli isopro-
stani sono una famiglia di eicosanoidi di origine
non enzimatica prodotta dall'ossidazione casuale
dei fosfolipidi dei tessuti. Lossidazione di questi
fosfolipidi & la maggior parte delle volte causata
dai radicali liberi dell'ossigeno.

Livelli elevati di 8-isoprostano sono stati determi-
nati nel CAE di bambini con asma in fase stabile
(39), fibrosi cistica e discinesia ciliare primaria (40,
41). Nell'asma bronchiale, i livelli di 8-isoprostano
nel CAE sembrano avere una buona correlazione
positiva con la gravita clinica, mentre sembrano
relativamente resistenti alla terapia con steroidi
inalati (18).

Sembra anche interessante la possibilita di dosare
I'8-isoprostano nel CAE di bambini ventilati mecca-
nicamente, ricordando tuttavia che I'umidificazione
aggiunta al ventilatore causa una marcata dilui-
zione del campione con conseguente riduzione
dei livelli di 8-isoprostano al di sotto dei limiti di
rilevabilita (8).

Riguardo alle differenti aldeidi presenti nel CAE, la
malondialdeide (MDA) ¢ la forma pit stabile e piu
clinicamente rilevante. Corradi et al. hanno evi-
denziato un aumento nei livelli di MDA in bambi-
ni asmatici durante una riacutizzazione, ed un rap-
porto negativo tra livelli di MDA nel CAE e con-
centrazione di glutatione ridotto (42).

Citochine

La possibilita di determinare citochine nel CAE &
sicuramente molto interessante, dato I'enorme
rilevanza fisiopatologica che questi indicatori pos-
sono avere per la comprensione delle patologie
respiratorie. Purtroppo, le concentrazioni delle
citochine nel CAE sono molto basse, il che richie-
de metodi molto sensibili per le analisi, oppure la
concentrazione del campione. In un recente lavo-
ro, livelli di diverse citochine a pattern TH| e TH2
sono state dosate nel CAE di bambini con asma e
con fibrosi cistica. IL-2, IL-4, IFN-gamma, e IL-10
erano determinabili nel 16%, 16%, 11%, e 9%,
rispettivamente di tutti i campioni di asma e FC.
Nei controlli IFN-gamma, TNF-alpha, e IL-10 erano
dosabili in 9%, 14%, e 3%, rispettivamente; IL-2, IL-
4, e IL-5 non erano determinabili nei controlli (43).
IL-8 e IL-6 sono piu facilmente misurabili nel
CAE. Bodini et al. hanno evidenziato come i livel-
li di IL-8 sono dosabili nel CAE di bambini con
fibrosi cistica, e le rispettive concentrazioni sono
piU elevate in quei bambini con colonizzazione
batterica delle vie aeree (44).

Conducibilita

La conduttanza (o, pill raramente, conducibilita
elettrica) & I'espressione quantitativa dell'attitudine
di un conduttore ad essere percorso da corrente
elettrica. Questo parametro & calcolato nel CAE
per stabile la quantita di soluto presente nella
soluzione. Il parametro, come tale, non sembra
avere un'importanza clinica; la sua utilita, invece,
potrebbe derivare dal suo utilizzo come indicato-
re di diluizione. Infatti, considerando che la mag-
gior parte del CAE ¢ acqua, potrebbe essere utile
avere una stima di quanto i soluti in esso presenti
siano diluiti, al fine di poter meglio interpretare
un'eventuale variazione della concentrazione del-
l'indicatore selezionato (45).

Conclusioni

| dati pubblicati indicano che il CAE € una meto-
dica di semplice esecuzione e non invasiva, carat-
teristiche che la rendono facilmente applicabile
per lo studio delle patologie polmonari nei bambini.
Di recente sono state pubblicate Linee Guida e
raccomandazioni (46) che possono permettere
una maggiore standardizzazione della metodica e
quindi una piu facile confrontabilita dei dati otte-
nuto nei differenti centri di ricerca.
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Parole chiave: infammazione, espettorato indotto, vie aeree, asma

Key words: inflammation, induced sputum, airways, asthma

Riassunto. Tra le varie tecniche per la valutazione del livello di infiammazione delle vie aeree, particolarmente importanti nei
pazienti con asma bronchiale, I'espettorato indotto presenta il vantaggio di poter raccogliere sia cellule che mediatori solubili
dalle vie aeree stesse. In tal modo € possibile ottenere informazioni piti complete ed articolate rispetto ad un singolo para-
metro, come puo essere il livello di ossido nitrico esalato, senza comunque esporre il bambino ai rischi di indagini pit invasive
quali una broncoscopia.

La metodica e relativamente semplice, sicura e ben accettata gia dai bambini in eta scolare.

Sui campioni ottenuti si possono eseguire osservazioni di citologia, immunocitologia e dosaggio di mediatori solubili.

| principali limiti, oltre all'imprescindibile collaborazione da parte del paziente, sono rappresentati dal tempo necessario alla rac-
colta e alla processazione del campione, dalla necessita di poter disporre di personale adeguatamente preparato e di un labo-
ratorio adeguatamente attrezzato, nonché dall'impossibilita di dare una risposta immediata al paziente.

Per questi motivi, attualmente I'induzione dell'espettorato indotto, pur fornendo notevoli informazioni relative alla flogosi delle
vie aeree, rappresenta ancora uno strumento soprattutto finalizzato a scopi di ricerca.
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Introduzione

Nonostante 'asma sia una patologia infiammatoria
delle vie aeree e il trattamento di fondo, a partire
dalle forme persistenti lievi, sia basato sull'impiego
di steroidi inalatori (1), il monitoraggio dell'anda-
mento clinico e la valutazione della risposta alla
terapia sono riferiti essenzialmente ai sintomi
riportati dal paziente e alla funzionalita respirato-
ria misurata con la spirometria, parametri che
sono mal correlabili con lo stato di infiammazione
delle vie aeree (2). Non sempre, inoltre, la funzio-
nalita respiratoria risulta francamente alterata, per-
sino nelle situazioni severe (3, 4), e non sempre
essa correla con il grado di infiammazione eosino-
fila delle vie aeree, che & il principale fattore di
determinazione del livello di flogosi e di predizio-
ne delle riesacerbazioni (5).

In studi selezionati, fino all'80% dei soggetti non
in terapia cortisonica (5-7) e piu del 50% dei
soggetti sintomatici in terapia (8) presenta una

conta eosinofila nell'espettorato alterata, percio
il monitoraggio di tale parametro & ritenuto un
utile strumento per monitorare e trattare al
meglio la patologia (9, 10). Infatti, recenti indagi-
ni sperimentali suggeriscono che una strategia
terapeutica diretta a normalizzare il livello di
infiltrazione eosinofila delle vie aeree riduce il
numero delle riesacerbazioni e degli accessi in
ospedale (5).

E quindi evidente la necessita di poter disporre di
tecniche non invasive di monitoraggio della flo-
gosi proprio per poter gestire adeguatamente |l
profilo terapeutico e poterlo personalizzare sulle
base delle effettive necessita del paziente.
L'espettorato indotto, tra le metodiche non inva-
sive di monitoraggio della flogosi delle vie aeree
attualmente disponibili, presenta il vantaggio di
consentire il recupero diretto di cellule e media-
tori dalle vie aeree.



La metodica dell’espettorato indotto

Metodica di raccolta e analisi
dell’espettorato

La metodica di induzione dell'espettorato in eta
pediatrica si € evoluta a partire dall'inizio degli anni
'90 da uno studio di Isabelle Pin, che per prima la
ha applicata nel bambino (11).

| lavori disponibili relativi all'eta pediatrica indicano
che l'induzione dello sputo puo essere attuata con
successo dopo i 6 anni di eta in percentuale varia-
bile tra il 68 e il 100% (12), variabilita che potreb-
be dipendere dall'utilizzo di metodiche differenti.
[ meccanismo preciso con cui l'inalazione di salina
ipertonica determina la produzione di espettora-
to non ¢ noto. Possibili meccanismi sono una ridu-
zione della viscosita muco tracheobronchiale, un
incremento della clearance mucociliare e/o un
incremento della produzione di muco (I3).
L'inalazione di soluzione salina ipertonica causa
broncostruzione e tosse indotte dalla degranula-
zione mastocitaria e dalla stimolazione di fibre
afferenti delle vie aeree (I3-15), fattori anch’essi in
grado di incrementare la produzione di muco.
Nonostante tutti i protocolli impiegati in eta pedia-
trica prevedano [inalazione di soluzioni saline iper-
toniche erogate con nebulizzatore ultrasonico
(Figura 1), alcuni gruppi hanno impiegato concentra-
zioni crescenti di NaCl, solitamente 3, 4 e 5%, men-
tre altri hanno descritto metodiche con l'inalazione
di soluzione salina alla concentrazione fissa del
4,5%. Anche il tempo di erogazione non & costan-
te per tutti gli autori, e tuttavia nella maggioranza

Figura 1 Nebulizzatore ultrasonico per l'induzione
dell’espettorato.

dei casi e stato compreso tra i |15 e i 20 minuti.
Recentemente si € convenuto che proprio un
tempo di 15-20 minuti & accettabile per gli scopi
pit comuni di applicazione della tecnica (16).
Da un punto di vista pratico, linduzione dell'espet-
torato inizia dopo aver ottenuto un valore di fun-
zionalita respiratoria di base (FEV|) verso il quale
riferire 'andamento dell'eventuale broncostruzione
che si dovesse verificare durante l'inalazione di solu-
zione salina ipertonica. Nella maggior parte dei casi,
a meno che non si voglia combinare all'induzione
dell'espettorato la misurazione dei livelli di reattivita
bronchiale, come verra descritto di seguito, il
paziente viene trattato con salbutamolo, 200-400
mcg per via inalatoria prima di iniziare la nebulizza-
zione. Quest'ultimo trattamento, oltre a prevenire
il broncospasmo indotto dall'inalazione della solu-
zione salina, porta a una maggior probabilita di
successo della metodica nel bambino (17).
Successivamente, la nebulizzazione di soluzione
salina ipertonica viene effettuata per periodi di 5-
[0 minuti, intervallati da misure del FEV |, per un
monitoraggio di sicurezza, e dalle manovre di
espettorazione eseguite dal paziente, fino al sud-
detto tempo totale di 15-20 minuti. Prima di inizia-
re la procedura, al paziente viene chiesto di deter-
gere la bocca con acqua per eliminare eventuali resi-
dui alimentari e per ridurre al minimo la contamina-
zione del campione da parte di cellule squamose.
Una volta ottenuto I'espettorato, raccolto in un
capsula di Petri (Figura 2), inizia la procedura di

la di Petri. | frustoli di mucosa vengono sperati dal

resto del campione mediante selezione visiva e rac-

colti con pinzetta.

Figura 2 Campione di espettorato raccolto in capsu-
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lavorazione, mediante la quale & possibile ottene-
re sia preparati citologici per la conta differenziale
della componente cellulare (Figura 3) e per even-
tuali allestimenti di immunocitochimica (18), sia
campioni sui quali effettuare la determinazione di
mediatori solubili (19).

Relativamente alla processazione dell'espettora-
to sono descritti sostanzialmente due metodi:
I'analisi di aggregati contenuti nello sputo o l'a-
nalisi in toto dello stesso. La prima metodica
richiede la selezione visiva, il recupero selettivo e
I'analisi degli aggregati cellulari (frustoli) isolati
dallo sputo (10, 20, 21), la seconda prevede la
processazione e I'analisi dell'intero sputo inclusa
la saliva (22). Sicuramente la prima delle due tec-
niche é stata oggetto di un maggior approfondi-
mento metodologico ed & stata impiegata in un
maggior numero di studi in eta pediatrica. | van-
taggi principali della selezione dei frustoli dal
campione consistono in una minor contamina-
zione da parte di cellule salivari, nella possibilita
di esprimere la componente cellulare in relazio-
ne alla quantita di campione raccolto dalle vie
aeree inferiori e di dosare eventuali mediatori
riducendo I'effetto della contaminazione salivare
(18). La metodica della lavorazione dell'intero
campione presenta invece il vantaggio di una
maggior rapidita di processazione, ma risente di
una maggiore contaminazione da parte di cellu-
le salivari, che puo raggiungere anche il 20% (23).
A prescindere dalla metodica scelta, non e con-
sentito alternare I'impiego dell'una e dell'altra se
i risultati del test devono essere comparati tra
loro in diversi momenti o in diversi pazienti (18).
Linduzione dello sputo nei bambini pit piccoli & limi-
tata dalla ridotta capacita di eseguire correttamente

o " tos a
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Figura 3 Esempio di preparato risultante dalla proces-
sazione del campione. Mac, macrofagi; EOS, eosinofili;
PMN, neutrofili.

la spirometria e dal basso volume corrente.
Questo fattore limita la dose di soluzione salina
che raggiunge le vie aeree (24).

Possibili effetti collaterali sono tosse, broncospasmo,
vomito e stato di agitazione (25-27), ma la procedu-
ra € normalmente ben tollerata anche dai bambini
con asma grave o con riesacerbazione in atto (28).
La metodica di induzione dell'espettorato median-
te inalazione di soluzione salina ipertonica puo
essere impiegata anche per definire contempora-
neamente il grado di ipereattivita e il grado di
infiammazione delle vie aeree (29, 30). Studi ese-
guiti in pazienti adulti hanno dimostrato che il test
di provocazione bronchiale con soluzione salina
ipertonica € sensibile, ripetibile e mostra una cor-
relazione migliore con i marcatori sierici dell'in-
fiammazione rispetto a quello con metacolina
(31). La metodica della tecnica combinata € relati-
vamente semplice ed & stata impiegata anche in
studi pediatrici (32, 33). Prima della raccolta, il
paziente & sottoposto ad accurata anamnesi fina-
lizzata ad escludere infezioni in atto e a visita medi-
ca con misurazione della temperatura corporea.
Nel caso della tecnica combinata con la misura-
zione della reattivita bronchiale, il paziente viene
sempre sottoposto a inalazione di soluzione salina
ipertonica a dosaggio noto e costante attraverso
un boccaglio connesso ad un apparecchio per
aerosolterapia ad ultrasuoni impostato sull'eroga-
zione massimale (Figura ). Prima di iniziare a som-
ministrare la soluzione salina per via inalatoria
viene eseguita una spirometria con la tecnica tra-
dizionale e determinato un valore basale di FEV,.
Stabilita la funzionalita respiratoria basale, il bambi-
no inala soluzione salina ipertonica per un primo
periodo di 30 secondi e ripete la spirometria |
minuto dopo il temine dellinalazione. Qualora
non si ottenga alcun espettorato e la funzionalita
respiratoria resti superiore all'80% del valore basa-
le, il test procede. Il bambino prosegue l'inalazione
per periodi di |, 2,4 e 8 minuti ciascuno. Al termi-
ne di ogni periodo, il bambino viene incoraggiato
ad espettorare e viene misurata la funzionalita
respiratoria. Anche in questo caso, il campione di
espettorato viene raccolto in una capsula di Petri,
mantenuto a 4°C e processato entro 2 ore.Viene
inoltre normalmente compilato un diario di even-
tuali effetti collaterali manifestati dal bambino
durante il test. La somministrazione di soluzione
salina ipertonica viene comunque interrotta quan-
do la funzione respiratoria cade sotto '80% del



valore basale, quando il bambino manifesta sintomi
respiratori o quando si rifiuta di proseguire. Qualora
la funzione respiratoria mostri un decremento pari
o superiore al 20% viene somministrato salbutamo-
lo e viene verificato il successivo miglioramento cli-
nico. Il bambino & rinviato a domicilio solo quando
il FEV, raggiunge nuovamente il valore basale. La
procedura viene comunque sospesa anche nel caso
non si sia ottenuta alcuna efficace produzione di
espettorato dopo 20 minuti di inalazione, non-
ostante il FEV, si mantenga stabile (32).

Applicazioni cliniche della metodica
dell’espettorato indotto

La principale applicazione clinica dello sputo indot-
to consiste nella possibilita di studiare in modo
non invasivo linfammazione bronchiale, come
“surrogato” della broncoscopia con biopsia bron-
chiale, il cui impiego € limitato da ragioni etiche e
di sicurezza (10, 22, 34-36).

Alcuni studi condotti negli adulti per confrontare
i risultati forniti dall'analisi rispettivamente del
broncolavaggio, delle biopsie bronchiali e dell'e-
spettorato dimostrano come vi sia una buona
correlazione nel tipo di cellule raccolte con le
diverse metodiche. La percentuale di eosinofili
nell'espettorato correla in modo significativo con
la percentuale ottenuta nelle biopsie bronchiali
(Rg 0,52, p= 0,03) e nel broncolavaggio (Rg 0,55,
p= 0,02) (37-39).

L'analisi dello sputo indotto in eta pediatrica rappre-
senta al momento attuale soprattutto una metodi-
ca a scopo di ricerca (26, 40) anche se, recente-
mente, sono comparsi studi che ne suggeriscono un
impiego clinico finalizzato alla gestione della compo-
nente infiammatoria della patologia (33).

F proprio la necessita di disporre di un “inflammo-
metro” per monitorare I'andamento della flogosi
delle vie aeree nel bambino con asma e per una
piU precisa gestione terapeutica che apre prospet-
tive interessanti all'impiego di questa tecnica anche
nella pratica clinica.

Infatti, I'utilizzo di questa metodica potrebbe forni-
re informazioni importanti sulla fisiopatologia del-
I'asma e sui fattori che ne determinano la gravita.
Tra i vari tipi cellulari presenti nello sputo, gli eosi-
nofili rappresentano il principale marcatore di
infiammazione nell'asma bronchiale (12, 34), pato-
logia nella cui patogenesi questo tipo cellulare
riveste un ruolo di assoluto rilievo (39).

La metodica dell’espettorato indotto

| livelli di eosinofili (1'1,41-44) e la concentrazione
di proteina cationica eosinofila (ECP) (43-45)
sono piu alti nell'espettorato degli asmatici rispet-
to ai soggetti sani e non si normalizzano comple-
tamente con l'uso di steroidi inalatori (43).

Al contrario € stato dimostrato che in bambini
con iperreattivita bronchiale dimostrata al test con
metacolina, ma asintomatici, si possono riscontra-
re livelli normali di eosinofili nello sputo (46).
Questi studi dimostrano quindi che gli eosinofili e
i loro prodotti descrivono il quadro caratteristico
dell'infiammazione delle vie aeree nell'asma bron-
chiale nel bambino e che la metodica dello sputo
indotto rappresenta un valido strumento per |l
monitoraggio di questa componente di malattia.
Cai et al. (42) hanno stabilito che il valore che
distingue i soggetti sani dagli asmatici nella conta
eosinofila dello sputo indotto si colloca al 2,5%. Gli
autori dimostrano che gli eosinofili nei bambini sani
si sono attestati su una mediana del 0,3%, mentre
nei soggetti con asma sono risultati significativa-
mente piu alti (mediana 4,3%, p= 0,0005). Anche i
bambini con asma ben controllato, cosi come i sin-
tomatici, hanno comunque pit eosinofili e piu cel-
lule nello sputo rispetto ai soggetti sani (42).

Negli asmatici, la conta degli eosinofili nello sputo
cambia sostanzialmente in risposta a differenti dosi
e durata della terapia con cortisonici per via orale
o inalatoria e l'incremento del numero degli eosi-
nofili & considerato un fattore predittivo le riesa-
cerbazioni (5). Una terapia mirata alla normalizza-
zione degli eosinofili nello sputo potrebbe ridurre
il numero di riesacerbazioni e migliorare il con-
trollo della malattia (5).

Analogamente, & stato dimostrato che la conta
degli eosinofili in campioni di espettorato indotto
puo contribuire ad una migliore gestione della
sospensione della terapia steroidea nei pazienti
asmatici (9).

Lanalisi dello sputo indotto permette, oltre alla
conta degli eosinafili, anche lo studio dei mediatori
dellinflammazione, compresi proteine e citochine
che sono presenti nella fase fluida del campione.

| granuli degli eosinofili attivati rilasciano proteine,
e tra queste I'ECPE il cui livello nella fase fluida
dello sputo correla con il grado di degranulazio-
ne eosinofila. Nell'asma ben controllato i livelli di
ECP sono aumentati di due-tre volte rispetto alla
norma. Livelli molto alti (>1,000 mcg/L) sono
riportati in caso di bambini con attacco acuto
grave (47) suggerendo che ci sia un’intensa

23



24

Milanesi, et al.

degranulazione nelle esacerbazioni acute. | corti-
sonici inalatori riducono i livelli di ECP nell'espet-
torato e tale variazione € associata con una ridu-
zione dei sintomi (45).

In un recente studio Truyen et al. dimostrano
come il dosaggio di IL-5 (p= 0,001) e IL-13 (p=
0,03) sia piu elevato negli asmatici rispetto ai con-
trolli sani (48). Negli asmatici sono inoltre dosabili
IL-4 e INF-gamma e I'espressione di IL-4, IL-5 e IL-
|3 ben correlano in questi soggetti con la conta
degli eosinofili (48). In particolare i livelli di IL-5
riflettono il grado di infiltrazione eosinofila altret-
tanto bene quanto la misura del’NO esalato e la
valutazione dell'ipereattivita bronchiale (48).
L'applicazione nella pratica clinica dei risultati otte-
nuti dagli studi sperimentali, con determinazione
del grado di infiammazione bronchiale e imposta-
zione della terapia in relazione alle informazioni
desunte dall'analisi dell’espettorato indotto,
potrebbe permettere di non esporre inutilmente
il bambino ad alte dosi di steroidi inalatori e ai
conseguenti effetti collaterali.

Espettorato indotto e fibrosi cistica

La metodica dell'espettorato indotto potrebbe
trovare una sua applicazione anche nei pazienti
con fibrosi cistica (FC), sempre al fine di stimare il
grado di infiammazione delle vie aeree e ottene-
re, cosi, un utile strumento di monitoraggio della
malattia.

Sagel et al. hanno dimostrato in uno studio caso-
controllo coinvolgente bambini con FC, confronta-
ti con bambini sani, valori significativamente pit
elevati rispetto alla cellularita totale dello sputo,
alla conta dei neutrofili, ai livelli di IL-8 nonché del-
Iattivita dell'elastasi neutrofila. Tali valori correlano
in senso inverso con il FEV|. Questi studi dimo-
strano anche come i campioni di espettorato
indotto forniscano, nei pazienti FC, informazioni
sovrapponibili a quelle ottenute dall'analisi di cam-
pioni di espettorato spontaneo (49, 50).

Un lavoro di Ho et al. su 43 bambini con FC (eta
media 7,2 anni) dimostra come 'esame colturale
dell'espettorato indotto permetta di ottenere
informazioni microbiologiche addizionali utili nella
gestione della malattia (51).

Aspetti pratici legati all'utilizzo
clinico dello sputo indotto

Il problema principale legato all'utilizzo dello
sputo indotto nella pratica clinica consiste
soprattutto nel tempo necessario all'esecuzione
delle fasi di ottenimento del campione e di pro-
cessazione dello stesso da parte di personale
adeguatamente preparato. Queste fasi rendono
I'intera procedura piuttosto onerosa per un
impiego clinico di routine, anche in considerazio-
ne della necessita di processare il campione
entro due ore dalla raccolta, e quindi di coordi-
nare le attivita del personale clinico e di quello di
laboratorio. Inoltre non & possibile fornire al
paziente una risposta immediata.

D'altro canto, la metodica dello sputo indotto, se
condotta in centri adeguatamente attrezzati e da
personale esperto, pud fornire un numero mag-
giore di informazioni sullo stato di infiammazione
delle vie aeree rispetto ad altre tecniche di piu
pratica ed immediata esecuzione, come la misura-
zione dell'ossido nitrico esalato.

Inoltre non presenta nessuno dei problemi di sicu-
rezza e di accettabilita da parte del bambino o dei
genitori che normalmente si pongono per meto-
diche piu invasive, quali broncoscopia con raccolta
di biopsie o lavaggio broncoalveolare.

Conclusioni

Attualmente ['analisi dell'espettorato indotto &
considerata soprattutto uno strumento finalizzato
alla ricerca, sebbene gli studi relativi stiano rapida-
mente dimostrando la sua effettiva utilita nella
gestione clinica dell'asma.
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Ruolo dei biomarker nel sangue periferico
nella valutazione dell’infiammazione e
del controllo dell’asma nel bambino

Role of peripheral blood biomarkers related to
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childhood asthma
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Riassunto. || numero degli eosinofili periferici correla con la severita dell'asma. La sECP e la sEPX sono rappresentative dell'a-
topia, efficienti nel riflettere la componente eosinofila dell'infiammazione allergica e scarsi indicatori di asma. La bassa sensibilita e
specificita di sECP, sEPX;, sEPO inficia la validita nella diagnosi e prognosi dell'asma cronico. La conta degli eosinofili periferici la
SECP si riducono dopo il trattamento con differenti farmaci antinfiammatori. Forte correlazione tra le citochine di tipo TH2 (IL-
4) ed i marker dell'infiammazione delle vie aeree, cosi come una diversa espressione dei marker di attivazione dei subset linfoci-
tari. La variabilita di espressione di alcuni marcatori periferici correla alla persistente infiammazione delle vie aeree nel bambino
con asma moderato, suggerendo I'esistenza di una variabilita clinica. SICAM- 1, sVCAM- | e sE-selectin e TARC rappresentano pro-
mettenti marcatori nei bambini della severita. Utile valutare gli effetti infiammatori sistemici da esposizione ad inquinanti. Il ruolo
dei marcatori dell'infiammazione bronchiale nel sangue periferico nella diagnosi precoce e prognosi necessita di ulteriore appro-
fondimento in riferimento soprattutto al loro specifico valore rispetto ai dati clinici.
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Abbreviazioni: EGP, Eosinophil Granule Protein; MBE Major Basic Protein; ECF Eosinophil Cationic Protein; EPX, Eosinophil
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Introduzione

In riferimento alle forti evidenze scientifiche che
supportano il ruolo chiave dell'infiammazione delle
vie aree nella fisiopatologia dell'asma (1), il monito-
raggio e la gestione della malattia dovrebbero
opportunamente includere la determinazione dei
mediatori dellinfiammazione delle vie aeree, in
aggiunta alle misure biologico-funzionali di disfun-
zione polmonare (2). 1 marker dell'asma nel sangue

periferico, costituiscono un gruppo di mediatori che
insieme ai mediatori non invasivi (ad es. ossido nitri-
co nell'aria esalata), partecipano alla valutazione e
monitoraggio dei differenti aspetti fisiopatologici e
terapeutici dell'asma. Eosinofili, T linfociti, mastociti,
macrofagi, neutrofili, cellule epiteliali e cellule strut-
turali, mediatori e proteine proinfiammatorie, impli-
cati nella patogenesi dell'asma, potrebbero costituire
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i marcatori per il monitoraggio dellinfiammazione
bronchiale. Inoltre, le citochine prodotte dalle cel-
lule residenti o infittranti, sono responsabili dell'av-
vio e del mantenimento dei processi infiammatori.
La sede e la distribuzione dei processi di infiamma-
zione nelle vie aeree dei pazienti asmatici interessa
le grandi e le piccole vie aeree, ed in particolare
l'infiammazione polmonare distale contribuisce
significativamente alla fisiopatologia della malattia
(3). Poiché l'intensita dell'infiammazione pud essere
correlata con la severita di malattia, & molto impor-
tante poter disporre di marker in grado di misura-
re lintensita della flogosi. Inoltre, alcuni specifici
marcatori possono supportare i processi diagnosti-
ci in aggiunta all'accurato monitoraggio della condi-
zione clinico-funzionale, consentendo la possibilita
di una valutazione prognostica. Infine, I'utilizzo dei
marker dell'infiammazione bronchiale permette di
evidenziare precocemente gli effetti del controllo
terapeutico, contribuendo efficacemente alla com-
prensione degli aspetti di progressione e di storia
naturale della malattia (Tabella ).

Lo scopo di questa review € quello di illustrare il
ruolo dei biomarker nel sangue periferico nella
valutazione dell'infiammazione e del controllo del-
I'asma nel bambino, con particolare dettaglio per
gli eosinofili, le Eosinophil Granule Protein (EGP)
ed i profili delle citochine.

Marcatori di infiammazione
eosinofila

Sebbene linfammazione nella patogenesi dell'a-
sma sia associata ai prodotti di attivazione dei lin-
fociti T e degli eosinofili, linfiammazione eosinofila
caratterizzata dall'afflusso e attivazione di eosinofi-
li, rappresenta il carattere distintivo dellasma

Tabella 1 Marker dell’inflammazione bronchiale nel
sangue periferico.

e Eosinofili, SECP/eosinofili

® EGP: sECP, sEPX, sEPO

e Citochine: IL-2, sIL-2R, IL-5, IL-8, IL-10

e CD4+CD25 HLA-DR ; CD4+CD45RO+, CD34+
* sCD14, GM-CSF, sTNF-alfa

¢ sICAM-1, sVCAM-1, sE-selectin

e MDC, TARC

e sUTI

* sNO

bronchiale. Le EGP sono depositate all'interno di
specifici granuli dentro le cellule eosinofile, ed in
particolare I'ECP, 'TEPX, IEPO dentro la matrice e
I'MBP in strutture cristalline. LECP e 'EPX sono
anche definite neurotossine di derivazione eosino-
fila, in rapporto agli effetti di neurotossicita specifi-
ca (4). La maggior parte delle EGP (ECE EPX EPO)
¢ di specifica produzione degli eosinofili, mentre la
MBP puo essere in parte prodotta dai basofili (5),
pertanto soltanto le prime tre EGP sono conside-
rate strettamente specifiche nella misura di attiva-
zione eosinofila in corso di infiammazione delle vie
aeree. | livelli di sECP ed sEPX misurabili nel san-
gue dipendono, sia dalla quota rilasciata sponta-
neamente dagli eosinofili, sia da alcuni fattori come
la temperatura di incubazione o il tempo prima
della centrifuga, o anche il tipo di container utiliz-
zato per la conservazione del sangue (6). Le EGP
sono state particolarmente studiate, come marker
dellinfiammazione bronchiale ed anche come
espressione della partecipazione degli eosinofili
alla patogenesi dell'asma. Pertanto, in analogia al
numero degli eosinofili periferici, sono possibili fat-
tori predittivi di esacerbazioni e utilizzate spesso
come marcatori di infammazione in ambito di
ricerca e in studi clinici controllati. Infatti, nel san-
gue periferico, la conta degli eosinofili periferici o i
livelli di enzimi di derivazione eosinofila presenta-
no una riduzione dopo il trattamento con diffe-
renti farmaci antinfiammatori.

Eosinofili

Gli eosinofili periferici giocano un ruolo centrale
nei processi infammatori dell'asma. Studi recenti
hanno suggerito che, sebbene I'eNO (exhaled
Nitric Oxide) sia maggiormente informativo sullo
stato di infiammazione delle vie aeree, esiste una
significativa correlazione dei valori di eNO con il
numero di eosinofili periferici ed il livello di IgE
totali (7). In bambini asmatici sensibili all'acaro
della polvere, il valore base degli eosinofili sembra
essere correlato al verificarsi della reazione aller-
gica tardiva, che consegue al test di provocazione
bronchiale con allergene specifico (8). Inoltre, il
marcato aumento dell'eosinofilia & fortemente
correlato alla maggiore severita dellasma del
bambino (9),cosi come ad elevati livelli di altri
marcatori di flogosi eosinofila quali la sECP (10,
I'1) e 'TEPO (12).Infine, & segnalato che la riduzio-
ne degli eosinofili periferici, riscontrabile a seguito
dell'esposizione allergenica in bambini con asma
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allergico sensibilizzati ad epiteli animali, sia da
imputare al reclutamento degli stessi in sede pol-
monare durante le fasi precoci della flogosi (13).

ECPR EPX, EPO

LECP é la proteina piu frequentemente utilizzata
come marker dell'infiammazione eosinofila, anche
se puo essere in parte prodotta dai neutrofili (14).
La determinazione di ECP nel siero (sECP) e stata
utilizzata come strumento di screening per pato-
logia asmatica, definendone i valori di riferimento
in soggetti sani (15), come possibile marker utile
nelle correlazioni cliniche (I, 16-18), funzionali
(19, 20) dei pazienti asmatici in differenti stadi di
malattia (21, 22), come indice di controllo della flo-
gosi allergica in corso di terapie antinfiammatorie
(23-25), ed inoltre come fattore di prognosi del-
l'asma pediatrico (26, 27). Sebbene sia dimostrata
una correlazione tra I'aumento di sECP e lo score
dei sintomi in bambini asmatici sintomatici rispet-
to agli asintomatici (16, 18), tuttavia esiste un'am-
pia sovrapposizione di valori tra soggetti sintoma-
tici e non. Occorre precisare, che elevati livelli di
SECP sono reperibili in bambini molto piccoli
esposti al fumo passivo materno e sono inversa-
mente correlati con l'eta (28). Inoltre, oscillazioni
circadiane, con picchi notturni e nelle prime ore
del mattino (29), e stagionali (30) possono influen-
zare i valori di sECP, condizionando la corretta
valutazione del livello misurabile anche in soggetti
sani. Pertanto, considerando la complessita dei
meccanismi dell'infiammazione e l'eterogeneita
dell'asma pediatrico, I'utilizzo di un solo marcatore
potrebbe risultare troppo riduttivo. Piti recente-
mente, in considerazione dellinsufficiente sensibili-
ta e specificita della sECP, in rapporto ai diversi
aspetti diagnostici e di correlazione con livelli di
severita dellasma in eta pediatrica, ed al ridotto
valore predittivo rispetto al riscontro della sempli-
ce familiarita per atopia, si suggerisce che alla
determinazione di sECF si associ la valutazione di
altri mediatori (ad es.eNO), al fine di ottenere una
maggiore e piu dettagliata definizione dei processi
infiammatori dell'asma (31). Alcuni Autori, hanno
studiato il rapporto sECP/eosinofili periferici, come
marker maggiormente utile nell'approccio clinico
di grading di severita (32), ed indice correlabile alla
media mensile del punteggio clinico (33), sugge-
rendone ['uso nel monitoraggio della riattivazione
eosinofila che segue alla riacutizzazione (34). Lo
studio della correlazione tra sECP ed i parametri

obiettivi di funzionalita respiratoria (PEF FEV,,
FEF55_75, FEFgq, FEV | /FVC) ed iperreattivita bron-
chiale (BHR), ha fornito risultati non univoci. La
maggior parte degli Autori, riferisce I'esistenza di
una diversa intensita di correlazione, supportan-
do Tlipotesi, che gli elevati livelli sECP, riflettano
lintensita dell'infiammazione eosinofilica delle vie
aeree e lo stadio di maggiore attivita di malattia
(10, 11, 21, 35).

La segnalazione che la quota misurabile di ECP
intracellulare, pur correlando con il FEV|, risulti
comunque ridotta negli asmatici, fa supporre che
durante I'attivazione eosinofila esista o un masche-
ramento degli epitopi 0 uno spostamento verso |
progenitori di derivazione midollare che conten-
gono un minor numero di granuli (36). Roquet et
al. hanno valorizzato I'aspetto dell'espressione del-
I'epitopo EG2 sugli eosinofili periferici, calcolando
che l'aggiunta di questo parametro alla valutazione
dei livelli di sSECP ed alla conta di eosinofili perife-
rici, consente il raggiungimento di un elevato indi-
ce di predittivita (100%) della BHR, in pazienti con
sospetto di asma (37).

Nella corretta valutazione del valore e del significa-
to di sECP, & necessario accertare la presenza di
atopia, che puo giustificare I'aumento ed il time-
course del marker di infiammazione allergica, duran-
te I'esposizione allergenica specifica (8, 38, 39).
Poiché dall'analisi delle innumerevoli segnalazioni
in letteratura sul ruolo di sECP, emerge che ad
oggi € ancora non perfettamente chiarito il reale
contributo nell'approccio diagnostico, nel monito-
raggio clinico della malattia e nella interazione con
i dati funzionali, e la possibilita di utilizzo come vali-
do strumento prognostico, € ancora necessario
approfondire queste osservazioni, mediante I'avvio
di studi longitudinali volti alla misura del differente
peso dei fattori condizionanti la prognosi dell’asma
nel bambino.

| risultati degli studi esistenti sulla valutazione di
EPO, indicano che questo marcatore correla sia
con sECP che con sEPX nella riacutizzazione clini-
ca dellasma (12), sia con il numero degli eosinofili
nei differenti livelli di severita di malattia (40), ed
inoltre in analogia ad sECP, sEPO presenta variazio-
ni stagionali (30) ed una correlazione negativa con
gli indici di funzionalita respiratoria (FEV |, FEF55_7s,
FEFso) (11).

Lo studio di sEPX nellasma pediatrico, ha confer-
mato che questa EGP presenta un comportamen-
to assai simile alla sECF. Infatti, entrambi i marcatori



Ruolo dei biomarker nel sangue periferico nella valutazione dell'infiammazione e ...

mostrano variazioni circadiane da imputare alla
variazione nella produzione di eosinofili, conse-
guente al ritmo di secrezione ormonale del cor-
tisolo (41). Inoltre, sebbene esistano significative
differenze di valori da soggetti atopici e non, la
bassa sensibilita e specificita delle misurazioni,
non consente di utilizzarli come validi strumenti
diagnostici nel singolo soggetto (42).La sECP e la
SEPX possono considerarsi maggiormente rap-
presentative della condizione di atopia, che non
specificamente espressione della malattia infiam-
matoria asmatica in senso generale, mostrandosi
piu efficienti nel riflettere la componente eosino-
fila dell'infiammazione allergica e scarsi indicatori
di asma cronico. In particolare, la relazione tra
SEPX ed i parametri di funzionalita respiratoria e
BHR ¢ discordante, perché alcuni Autori eviden-
ziano una debole correlazione negativa tra FEV|,
FEF55_75 € BHR (35), altri ne sottolineano l'asso-
luta mancanza (43, 44).

Linfociti attivati e citochine

Lo studio del ruolo nella patogenesi dell'asma dei
linfociti attivati e delle citochine prodotte durante
le diverse fasi clinico-biologiche della malattia, &
stato oggetto di numerose pubblicazioni, volte sia
all'osservazione dei differenti pattern di espressio-
ne dello sbilanciamento immunologico implicato
nei processi flogistici, sia alla maggiore definizione
delle interazioni clinico-funzionali e terapeutiche.
Molto recentemente Shirai et al. hanno sottolinea-
to la forte correlazione tra le citochine di tipo TH2
(IL-4) ed i marker dellinfammazione delle vie
aeree (eNO, eosinofili nello sputo indotto), sup-
portando ancor di piU la centralita di questo
aspetto nell'ampia valutazione del complesso
sistema che caratterizza la flogosi allergica asmati-
ca (45). 1l profilo dei linfociti € stato studiato in rap-
porto alle diverse fasi di malattia, evidenziando un
aumento di CD4 attivati con espressione di mar-
ker di attivazione (CD25 e HLA-DR) nelle riacutiz-
zazioni, e negli stadi di maggiore severita e com-
promissione funzionale (46-48).

Sono particolarmente interessanti le recenti
segnalazioni riguardanti la slL-ZR, che contraria-
mente a precedenti risultati non favorevoli (49),
mostra un livello che correla con il maggiore
impegno clinico nei pazienti asmatici (50-52), pro-
ponendosi come utile indice di severita. Inoltre, la
maggiore concentrazione media di siL.-2R negli

atopici con asma moderato persistente in fase di
remissione, suggerisce una persistente attivazione
e coinvolgimento dei linfociti T-CD4+ attivati nel
mantenimento della flogosi (53).

Moma et al. hanno studiato i meccanismi di apop-
tosi dei linfociti di pazienti asmatici sensibili all'aca-
ro della polvere, con l'obiettivo di chiarire il ruolo
dei subset linfocitari coinvolti nella remissione del-
I'asma, dimostrando un caratteristico aumento
della apoptosi spontanea prevalente nelle cellule
CD8 (54), che contrasta con l'inefficacia dei mec-
canismi apoptosici delle stesse cellule nella fasi di
attivitd della malattia. E stato inoltre osservato, che
i linfociti CD8 sono maggiormente sequestrati,
rispetto ai linfociti CD4, nelle vie aeree durante le
crisi acute di asma (50).

E da segnalare negli asmatici la caratteristica pre-
senza, indipendentemente dalla condizione clinica
acuta o stabile, di elevata proporzione di memory
T helper cells (CD4+CD45R0+), suggerendo che
questa sottopopolazione sia specifica del fenotipo
asma atopico (55).

Numerosi studi hanno sottolineato I'assenza di un
ruolo chiave di IL-5 (56),IL-2 e IL-10 (57) sia come
indicatori di malattia asmatica attiva nella fase
acuta che in associazione alla rinite (58).

Halasz et al. hanno recentemente evidenziato una
correlazione significativa tra TNF-alpha e sECP, IL-8
e BHR, rimarcando il ruolo preminente dell'sTNF-
alpha nei meccanismi patogenetici della BHR (59).
Alcuni Autori hanno valutato nei pazienti asmatici
il ruolo delle cellule CD34+(mast cells colony for-
ming cells), evidenziando che il riscontro dell'au-
mento della linea cellulare emopoietica differen-
ziantesi in mastcellule, pud contribuire al recluta-
mento di queste cellule nelle sedi della flogosi
asmatica (60), e che esiste una positiva correlazio-
ne con altri biomarcatori periferici di attivita
infiammatoria (IL-5, GM-CSF) (61).

Durante le esacerbazioni di asma ed in particolare
nella condizione di stato di male asmatico, € stato
riscontrato un elevato livello di sCD /4, recettore
solubile per I'endotossina (LPS- Lipopolisaccaride)
espresso prevalentemente su monociti e macrofa-
gi (62). E possibile che tale aumento sia da impu-
tare ad un'upregulation del CDI14 sui monociti
indotta dalla MCP-1 (monocyte chemotactic pro-
tein-1), che puo condurre ad una maggiore ade-
sione dei monociti all'endotelio vascolare e suc-
cessiva migrazione transendoteliale nel tessuto
delle vie aeree (63).
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Peripheral blood mononuclear cells
(PBMC) e citochine

La valutazione negli asmatici delle interrelazioni tra
i marker dell'infiammazione e la severita dell'asma &
stata oggetto di alcuni studi, che hanno verificato il
ruolo della IL-8 e GM-CSF (Granulocyte/Macrophage
Colony Stimulating Factor), nel monitoraggio dell'atti-
vita dell'asma (64, 65). In particolare, sulla base dei
differenti livelli di GM-CSF IL-8 ed eNO, ¢ stato pos-
sibile identificare due sottogruppi di bambini con
asma moderato (bassi e alti produttori) (Figura 1),
laddove nel sottogruppo dei pazienti “high produ-
cers” sono evidenti le correlazioni cliniche sia con il
maggior numero di esacerbazioni sia con il maggior
declino della funzione polmonare espresso come
minore FEV| post-broncodilatatore alla fine dello
studio (Figura 2) (66). Questo risultato sottolinea
che i marker presenti nel sangue periferico sono
espressione della persistente infiammazione delle
vie aeree nel bambino con asma moderato, e non-
ostante l'adeguata terapia steroidea inalatoria,
esprimono una caratteristica eterogeneita biologica
e clinica dei pazienti, suggerendo I'opportunita di un
maggiore approfondimento del ruolo dei biomar-
catori periferici nel monitoraggio complessivo del-
I'asma nel bambino.

Molecole di adesione:

ICAM-1 (IntraCellular Adhesion
Molecole-1), VCAM-1 (Vascular Cell
Adhesion Molecule-1), E-selectina

Il coinvolgimento di un gruppo di molecole di
adesione, rappresenta un aspetto critico nei pro-
cessi infiammatori dell'asma, perché condiziona la
capacita delle cellule infiammatorie di aderire e
partecipare ai meccanismi in azione. La determi-
nazione dei cambiamenti di ICAM-1 e L-selectin
espressi su linfociti del sangue periferico (PB-
TLy) e sulle cellule natural killer (NK-CD56+)
durante le esacerbazioni in bambini asmatici e
successivamente alla terapia steroidea, indica che
la riduzione di entrambi i tipi cellulari nella fase
acuta, & probabilmente da imputare alla loro rapi-
da migrazione dentro i tessuti polmonari infiam-
mati, seguita dalla fase di recupero post-terapia
(67). Molto recentemente Puthothu et al. hanno
dimostrato in un elevato numero di bambini
asmatici, che un particolare polimorfismo di
ICAM-1 (K469E) correla con i livelli di sICAM-I,
suggerendo che questa associazione possa svol-
gere un ruolo fisiopatologico nell'asma pediatri-
co, nel regolare il traffico leucocitario nei siti di
inflammazione (68).
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Figura 1 Rilascio di GM-CSF e IL-8 da parte di PBMC e livelli di eNO. Valutazione della concentrazione di IL-8 (A) e GM-CSF
(B) e livelli di eNO (C) in 8 soggetti controllo, 12 bambini con asma intermittente e 17 bambini con asma moderato. Sono
identificati 2 sottogruppi di bambini con asma moderato, in rapporto a livelli di IL-8 e GM-CSF: "low producers” caratteriz-
zati da basso rilascio di entrambi i mediatori (IL-8 <1,1700 ng/ml; GM-CSF <19 pg/ml); “high producers” caratterizzati da ele-
vati livelli di entrambi i mediatori (IL-8 >1,100 ng/ml; GM-CSF >19 pg/ml). Triangoli pieni: “low producers”; Triangoli aperti:
“high producers”; Cerchi pieni: bambini non complianti. Modificata da (66).
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Figura 2 Correlazioni tra numero di esacerbazioni e livelli di marker di infiammazione. Correlazione tra numero di esacerba-
zioni e rilascio di IL-8 (A), GM-CSF (B) e livelli di eNO (C) in bambini con asma moderato. Triangoli pieni: bambini con asma
moderato persistente “low producers”. Triangoli vuoti: bambini con asma moderato persistente “high producers”; Cerchi
vuoti: bambini con asma moderato non complianti. Modificata da (66).

Le segnalazioni in letteratura, supportano I'evi-
denza che i livelli sierici di SICAM-1, sVCAM-1 e
sE-selectin, rappresentano promettenti marcato-
ri nei bambini della severita dell'infiammazione
bronchiale, sia perché l'aumento in fase acuta
riflette I'estensione della risposta infiammatoria,
sia perché consente di monitorare I'efficacia
antinfiammatoria dell'intervento terapeutico
(69-71).

Chemochine: MDC (macrophage-
derived chemokine), TARC (Thymus
and activation-regulated chemokine)

MDC e TARC sono importanti mediatori della
flogosi allergica delle vie aeree. Poiché laTARC &
responsabile del traffico di linfociti TH2 nei siti di
inflammazione, la sua determinazione ¢ stata
valutata in diverse condizioni cliniche. Studi
recenti hanno dimostrato che TARC ed MDC
sono utili marcatori dell'asma cronico, laddove
una maggiore concentrazione plasmatica media
€ misurabile nei pazienti con asma moderato
rispetto ai soggetti con asma intermittente (72).
Inoltre, 'aumentata concentrazione di TARC si
riscontra in pazienti atopici sensibilizzati all'aller-
gene del gatto correlando con il livello di IgE
totali nel siero (73). La riduzione del livello pla-
smatico di TARC, che segue al trattamento dopo
la fase di attacco acuto, consente di suggerirne

l'uso come utile marker dell'inflammazione sia
nel monitoraggio delle esacerbazioni asmatiche
del bambino che nella valutazione dell’efficacia
della terapia (74).

Urinary trypsin inhibitor-sUTI

Nelle riacutizzazioni asmatiche il coinvolgimento
dei prodotti dell'infiammazione neutrofila, gioca un
ruolo importante al pari dei prodotti dell'infiam-
mazione eosinofila. Anche se non si dispone di un
marcatore abbastanza sensibile per la valutazione
di questa componente, la determinazione di sUT/
nel siero, puod rappresentare il grado di infiamma-
zione di derivazione neutrofila esistente in corso
di asma acuto. Pertanto nel bambino, il monitorag-
gio della concentrazione di sUTI, potrebbe costi-
tuire il marker dell'infiammazione neutrofila in
corso di asma acuto (75).

Nitric Oxide-serum level

eNO ¢ un marker non invasivo che misura I'in-
fiammazione delle vie aeree, la sua validita nel
monitoraggio nelle differenti fasi di malattia e in
corso di terapia antinfiammatoria, € fortemente
supportata da innumerevoli segnalazioni in lettera-
tura. Ben poco € noto sul ruolo di sSNO nel siero,
come marker aggiuntivo nella valutazione della flo-
gosi asmatica. Alcuni Autori, avendo evidenziato
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una significativa differenza di valori tra pazienti
asmatici e non, suggeriscono la possibilita di uso,
soprattutto laddove i bambini mostrino difficolta
ad eseguire eNO con la metodica tradizionale
dell'aria esalata (76).

Effetto dei farmaci antiasmatici sui
marcatori periferici

II' mancato riscontro di significative riduzioni di
SECP IL-5 e sCD25 anche a seguito di terapia ste-
roidea (prednisolone) sistemica, evidenzia la persi-
stenza dei fenomeni flogistici nonostante il buon
controllo clinico ottenuto con la terapia conven-
zionale (77). Sebbene Visser et al. riferiscano che la
conta degli eosinofili periferici, la sECP, i livelli di
produzione di sICAM-| e di citochine da parte di
PBMC, non sono marcatori sensibili nel monito-
raggio della terapia e durante gli aggiustamenti
posologici degli steroidi inalatori (fluticasone) (78),
alcuni Autori sottolineano la correlazione tra
aumento di sECP nei soggetti non trattati rispetto
ai pazienti in terapia di mantenimento con bude-
sonide (79), ed il significato prognostico che tale
aumento riveste rispetto ai differenti dosaggi del
farmaco (80) ed all'esordio di riacutizzazione (81).
Szefler et al. hanno utilizzato i parametri di con-
trollo dei marker infiammatori periferici (conta
eosinofili periferici, SECP) in aggiunta ai parametri
funzionali ed alleNQ, per delineare quel gruppo di
pazienti, caratterizzati da elevati indici di infiamma-
zione e ridotta funzione polmonare, che rispon-
dono con maggiore efficienza al trattamento ste-
roideo inalatorio (fluticasone) (82). In bambini con
asma moderato, la riduzione significativa di sICAM-
| a seguito della terapia steroidea (budesonide),
sottolinea ulteriormente ['utile ruolo di sICAM-|
come marcatore della flogosi asmatica (83).
Nell'ambito della terapia associata, steroide inala-
torio e broncodilatatore a lunga durata d'azione,
¢ stato dimostrato che l'aggiunta di salmeterolo
riduce i livelli di IL-5 e la conta degli eosinofili
periferici (84), e che in bambini con asma lieve
persistente esiste un'azione sinergica, potenziata
dall'aggiunta del salmeterolo, nell'indurre i mec-
canismi di apoptosi dei linfociti periferici T-attiva-
ti (CD3) (85) (Figura 3).

| risultati degli studi sulle proprieta antinfiammato-
rie di modulazione dei mediatori periferici di altri
farmaci utilizzati nel controllo dei sintomi asmatici
indicano, per il formoterolo una riduzione dei livel-
li di sECP e IL-4 (86), per il triamcinolone (TAA) il

decremento dei livelli di sSECP IL-10 (86) e sIL-2R
(87), per il montelukast (MLK) un abbassamento
dei livelli sierici di IL-10, sSECP (86), sICAM-1 (88),
del numero degli eosinofili periferici e della per-
centuale di T-linfociti CDI Ib(+)CD4(+), sugge-
rendo che la capacita di MLK di modulare suiT-lin-
fociti CD4+, l'espressione del ligando (CDIIb)
per il recettore a bassa affinita per Igk (CD23),
possa intervenire nell'interazione con B-cellule
CD23+ e quindi nella downregulation della sintesi
di IgE (89).

Effetto dell’esposizione ad
inquinanti ambientali

Numerosi studi epidemiologici riportano I'effetto
infiammatorio dell'esposizione ad inquinanti
ambientali, con particolare riferimento all'appro-
fondimento dei meccanismi immunologici che sot-
tendono la risposta flogistica. | pazienti asmatici,
con la caratteristica condizione di infiammazione
delle vie aeree, sono maggiormente sensibili agli
effetti flogistici dei differenti agenti inquinanti.

Limpatto a breve termine dell'esposizione a parti-
celle di diesel (300 pg/m?3) determina un aumento
della conta periferica dei neutrofili ed eosinofili,
una upregulation delle molecole di adesione e
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Figura 3 Fluticasone Propionato (FP) e Salmeterolo
(SMR) in associazione inducono sinergicamente |"apop-
tosi in cellule T (CD3) periferiche attivate. *p <0,05 al
confronto con FP da solo. Le cellule T PB sono state sti-
molate per 24 ore in vitro con anti-CD3 in presenza ed
in assenza di FP (10-9 M) e salmeterolo (10-7 M) da
solo o in associazione. Modificata da (85).
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dell'espressione dellRNA messaggero per IL-8
(IL-mRNA) ed un aumento di s/L-1 0. Nonostante
sia clinicamente documentata una maggiore
suscettibilita dei pazienti asmatici all'esposizione
alle particelle di diesel, non € ancora del tutto
chiaro il ruolo causale diretto dell'induzione del-
l'infiammazione neutrofila o quello indiretto del
peggioramento della preesistente infiammazione
delle vie aeree e della reattivita bronchiale.
Sembra pero, che quest'ultima condizione com-
porti la maggiore suscettibilita del paziente asma-
tico ai polluttanti (90).

Lesposizione a PM 2,5 in pazienti asmatici,
determina I'aumento di alcuni biomarker periferi-
ci dell'inflammazione, come la sICAM-1 e la IL-6,
suggerendo la necessita di ulteriori valutazioni
degli effetti biologici in risposta al fattore inqui-
nante (91).

Le particelle ultrafini (UFPs con diametro <100
nm) possono aggravare gli effetti da esposizione
ai polluttanti, soprattutto nei soggetti ad alto
rischio. Infatti, negli asmatici a riposo vi &€ un mag-
giore deposito rispetto ai soggetti sani (92), con
maggiore infiammazione polmonare. Inoltre, la
capacita di attraversare l'epitelio bronchiale ed
entrare nel circolo sistemico giustifica gli effetti
sulle funzioni dell’endotelio vascolare. Nei pazien-
ti con asma lieve & possibile evidenziare una
ridotta espressione di CD/ /b su monociti ed
eosinofili ed una ridotta espressione di ICAM-1 su
PBMC (93). Recentemente & stato segnalato in
soggetti asmatici che [linalazione di particelle
ultrafini, riduce la percentuale periferica di linfoci-
ti CD4+, basofili, eosinofili, ed anche I'espressione
di CD54 sui granulociti (94).

Il riscontro dell'alterata distribuzione dei globuli
bianchi periferici, a seguito dell'esposizione ad
agenti inquinanti, suggerisce il ruolo critico dell'au-
mentata presenza di neutrofili nel letto vascolare
polmonare e la necessita di valutare attentamente
nel paziente asmatico, gli effetti infiammatori siste-
mici dell'impatto nocivo ambientale.

Conclusioni

La valutazione integrata di marker dell'infiammazio-
ne, parametri funzionali e punteggio dei sintomi,
puo certamente migliorare il controllo dell'asma.Vi
sono numerose segnalazioni, talvolta controverse,
in merito alle correlazioni tra la funzione polmona-
re, l'atopia, 'eNO, ed i marker dell'infiammazione
bronchiale misurati sul sangue periferico, che sug-
geriscono probabilmente la presenza di una gran-
de eterogeneita tipica dellasma del bambino. In
questa ottica, i risultati dello studio di Leung et al.
dimostrano che nell'asma pediatrico i marcatori
periferici dellinflammazione possono essere diffe-
rentemente regolati ed esiste una debole correla-
zione tra parametri clinici, atopici ed infiammatori.
Pertanto, i marcatori di flogosi bronchiale nel san-
gue periferico, non sovrapponendosi ad altri para-
metri di monitoraggio nel paziente asmatico stabi-
le, dovrebbero comunque rientrare nell'approccio
di routine per il controllo dell'asma (95).

Vi € perd da sottolineare che necessitano di ulte-
riore approfondimento il ruolo dei marcatori peri-
ferici dell'infiammazione bronchiale e le future
applicazioni nella diagnosi precoce ed in campo
prognostico, in riferimento soprattutto al loro spe-
cifico valore rispetto ai dati clinici.
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sto articolo rivediamo il ruolo della sensibilizzazione allergica nell'asma del bambino e della sua valutazione mediante prick test,
dosaggio delle IgE circolanti e 'uso di pannelli. Rivedremo inoltre il loro valore nella predizione dell'andamento della malattia
nel lattante.

Accettato per la pubblicazione il 7 dicembre 2006.

Corrispondenza: Prof. Alessandro Fiocchi, Ospedale “M. Melloni”, Via Melloni 52, 20129 Milano; e-mail: allerg@tin.it

Introduzione

Le IgE sono un ponte che lega da una parte la rico-
gnizione di allergeni specifici e dallaltra I'attivazione
di cellule dotate dei recettori per le IgE, che attra-
verso una cascata di risposte immediate e ritardate
portano verso I'asma IgE-mediato. Il legame tra IgE
ed asma nel bambino ¢ illustrato da una serie di
dati epidemiologici. Nel decorso dell'asma allergico
la sensibilizzazione € talmente precoce che in eta
scolare '88% dei bambini con asma sono sensibiliz-
zati ad almeno un allergene (1). Nell'eta prescolare,
quando piu frequenti sono gli episodi di asma da
infezioni respiratorie virali, la sensibilizzazione aller-
gica € associata con persistenza della malattia (2).
L'esposizione di bambini sensibilizzati ad elevati
livelli dell'allergene corrispondente determina un
peggioramento della malattia asmatica (3), mentre
la loro eliminazione od importante riduzione con-
duce ad un miglioramento della malattia (4).
Queste considerazioni formano la base della neces-
sita di riconoscere la presenza di allergie nel bam-
bino, per poter predire I'asma o trattarla median-
te provvedimenti ambientali o immunoterapia

specifica. In questo articolo, richiamati alcuni con-
cetti sulla risposta immune IgE, rivedremo il ruolo
del dosaggio delle IgE specifiche nell'asma.

La risposta immune IgE

Nell'asma la sensibilizzazione allergica si realizza in
seguito al contatto con allergeni respiratori che
inducono lo switch isotipico delle B-cells in senso IgE
(5). Questo fenomeno pare svilupparsi non softan-
to nei centri germinativi dei linfonodi regionali, ma
anche nella compagine della medesima via aerea. A
mediare la risposta allergica ¢ il recettore ad alta
affinita per le Igk (FCeR), identificabile con il mono-
clonale CD25 (6). Si tratta di una molecola multi-
merica, formata da una catena o, una catena 3 e
due catene . La catena o lega le IgE, le catene y
innescano il segnale intracellulare, mentre la catena
B & responsabile unicamente dell'amplificazione del
segnale. Il recettore esiste anche in forma priva
della catena B (7). FCeRI & presente sulla superfi-
cie delle mastcellule della mucosa respiratoria, cosi
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come sui basofili circolanti. Il recettore lega le IgE
circolanti mantenendole alla superficie delle cellu-
le; in presenza di allergene, si realizza un legame a
ponte tra due molecole di IgE, che induce I'attiva-
zione di diverse vie segnaletiche fino alla realizza-
zione di una serie di processi effettori, tra cui la
secrezione di mediatori dell'allergia e I'induzione di
citochine come I'lL-4, I'lL-6, il TNF-ou ed il GM-CSF.
Tali risposte, centrali per l'induzione ed il manteni-
mento dell'infiammazione allergica, sono le mede-
sime che conferiscono la protezione fisiologica
dalle infestazioni parassitarie (8).

Il fatto che le IgE siano nel siero in concentrazione
assai piu bassa delle altre immunoglobuline sugge-
risce che un loro stretto controllo sia necessario
per prevenire effetti potenzialmente dannosi della
flogosi IgE mediata. Ad assicurarlo, il bilancio tra le
diverse sottopopolazioni T cellulari svolge un
ruolo fondamentale (9). Benché negli ultimi anni
siano state identificate numerose popolazioni di T-
regolatori (10), il ruolo meglio chiarito resta quel-
lo dei regolatori della serie T-helper: Queste cellu-
le, caratterizzate dalla presenza dell'antigene CD4
alla loro superficie, sono designate come CD4 e
vengono subclassificate nelle due grandi classi T-
helper tipo | € 2 (Thl eTh2) sulla base della loro
secrezione di citochine. | Thl sono prevalente-
mente deputati a mobilizzare le difese cellulari
contro i patogeni intracellulari, mentre i Th2 coor-
dinano la risposta ai grandi patogeni extracellulari
come gli elminti. Le citochine Th2, soprattutto IL-4
ed IL-13, agiscono direttamente sulla sintesi delle
IgE ed altre citochine Th2 sono responsabili del
reclutamento degli eosinofili, che a loro volta pro-
ducono IL-4. Il bilancio tra reazioni Th-1 e Th2, cri-
tico nel determinare lo sviluppo di allergia Igk-
mediata, &€ orientato dall'azione delle cellule den-
dritiche (1) ed influenzato dal milieu infiammato-
rio e da fattori genetici ed ambientali.

Ruolo delle IgE nell’asma

L'aspetto istologico dei bronchi affetti da asma
rivela l'infiltrazione nella parete bronchiale di cellu-
le (Th2), di mastociti e di eosinofili. | pochi studi sui
bambini rilevano eosinofilia nel BAL anche in
periodi clinicamente silenti (12), suggerendo che
gli eosinofili nelle vie aeree siano attivati anche in
assenza di sintomi clinici in corso. Anche I'analisi di
biopsie ottenute prima dell'inizio dei sintomi clinici
e/o della diagnosi di asma ha confermato le altera-
zioni patologiche, con infittrazione eosinofila della

lamina propria ed ispessimento della membrana
basale (I3). Poiché i livelli di IgE sono nel bambino
correlati con l'eosinofilia e con altri dati di infiam-
mazione allergica (14), si ritiene che la presenza di
queste cellule sia effetto finale della reazione aller-
gica scatenata nella parete bronchiale, in presenza
di un appropriato milieu citochinico, da allergeni
respiratori cui I'individuo € sensibilizzato.

Mentre la media delle IgE nella popolazione gene-
rale & di circa 30 Ul/mL (I5), nei pazienti asmatici
essa & di 106,6 UI/mL (15).1 bambini, soprattutto di
sesso maschile, hanno livelli pit afti degli adulti e nei
giovani con asma la media delle IgE raggiunge le 224
Ul/mL (16). Nel gruppo TENOR, tra gli oltre 4.000
pazienti affetti da asma non solo sono i bambini ad
avere i maggiori livelli di Igk (Figura ), ma gli adulti
con asma iniziato in eta infantile hanno livelli di IgE
maggiori rispetto a quelli con asma iniziato nell'eta
adulta. Inoltre i livelli di IgE totali sono maggiori nei
pazienti con asma severo persistente rispetto a
quelli con asma lieve o moderato persistente
(Figura 2), suggerendo un ruolo dell'atopia nella
genesi dellasma severo, un risultato che conferma
dati meno recenti provenienti dall’Australia (17).
Un altro fattore importante € I'etnia; nei neri le IgE
sono piu elevate che nei bianchi, e negli asiatici
ancora di pit (18). La distribuzione razziale potreb-
be essere dovuta al piti basso stato socioeconomi-
co degli afro-americani, che presentano asma con
alta incidenza e severita, ma in uno studio sulla
“inner city asthma” € stato documentato che anche
al netto delle differenze di tipo socioeconomico ed
a parita di sensibilizzazione per allergeni respirato-
ri, questi bambini presentano livelli di IgE totali pid
elevati di quelli dei compagni di razza caucasica
(19). Anche questa osservazione conferma che lo
stato atopico € di per sé associato con le forme
d'asma che conducono piu frequentemente alla
ospedalizzazione ed al ricorso al pronto soccorso.
Linterpretazione del ruolo delle IgE nell'asma nei
grandi studi epidemiologici € spesso limitata dal
fatto che in essi la malattia € considerata indipen-
dentemente dalla sua eziologia. In realta, fino dai
primi tentativi di classificazione della malattia &
stato chiaramente accettato che alcuni gruppi di
pazienti con asma non sono atopici (il cosiddetto
asma intrinseco [20]) e questa distinzione mantie-
ne a tutt'oggi il suo significato (21, 22). In questi
pazienti non vi ¢ atopia secondo nessuna delle
definizioni precedentemente fornite, non vi e fami-
liarita di allergia ed i livelli di IgE totali e specifiche
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circolanti sono normali. E stato suggerito che gli
asmatici intrinseci siano allergici ad un allergene
non determinato, sia per il fatto che spesso
rispondono favorevolmente ad un evitamento di
allergeni sia perché il loro profilo immunopatolo-
gico & indistinguibile. Un'altra ipotesi & che que-
sti pazienti siano allergici ad un allergene localiz-
zato; lo suggerisce il fatto che nei bronchi dei
soggetti asmatici, anche non allergici, si trovano
elevati livelli di eosinofili EG2, di basofili BB, di

cellule CD25(23), elevati livelli di citochine asso-
ciate ai Th2 ed agli eosinofili (IL-3, IL-4, IL-5, IL-
I3, GM-CSF), elevati livelli di recettori per le
citochine (IL-4Ra, IL-5Ra, GM-CSFRa), elevati
livelli di chemiochine (Eotassina, Eotassina-2,
RANTES), e molte cellule recanti il recettore
FCeRII (24). Se questa interpretazione & corret-
ta, anche peri gruppi di bambini con asma intrin-
seco lo stato atopico ¢ rilevante per lo sviluppo
della malattia.
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Figura 1 IgE nel gruppo TENOR (The Epidemiology and Natural history Of Asthma): confronto tra le differenti coor-

ti di eta. p <0,001 per i bambini vs. adulti.
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La diagnosi di sensibilizzazione ad
aeroallergeni

Lo stato atopico puo essere diagnosticato median-
te la presenza di prick test positivi per i comuni aller-
geni, la ricerca nel sangue di IgE specifiche, la docu-
mentazione di un elevato livello di IgE totali, la pre-
senza di eosinofili e di loro mediatori. Negli atopici,
la proporzione di IgE diretta contro allergeni — che
nel bambino normale non supera I'l% — puo arri-
vare al 40% (25). Luso di questi dosaggi puo essere
utilizzato per la gestione quotidiana dellasma del
bambino, come accennato in introduzione. E infatti
assodato che la sensibilizzazione ad aeroallergeni
gioca un ruolo di primo piano nello sviluppo dell'a-
sma (26) e che lo stato atopico € un predittore della
risposta alla terapia antiasmatica (27). Inoltre, la sen-
sibilizzazione e l'esposizione ad alti livelli di allergeni
€ un fattore decisivo per lo scatenamento di asma
(28), per la sua morbilita, per la sua gravita e per la
sua prognosi (29). Per allergeni perenni esiste una
relazione dose-dipendente tra esposizione e svilup-
po di asma (30) ma, sebbene studi in bambini sen-
sibilizzati suggerissero che l'esposizione agli acari
domestici determini non solo il rischio di sensibiliz-
zazione allergica ma anche il rischio d'asma e addi-
rittura il tempo d'inizio della malattia (31), la situa-
zione appare oggi non cosi chiara. Di fatto, sappia-
mo con certezza che l'esposizione allergenica ¢
importante per lo sviluppo d'asma e che e impor-
tante identificare e trattare le manifestazioni preco-
ci del fenotipo atopico (32, 33).

Lo stato atopico pud essere monitorato mediante
il test cutaneo (skin prick test; SPT), il dosaggio di
IE specifiche, ed il dosaggio di pannelli di IgE, oltre
che attraverso l'uso di biomarker della attivazione
infiammatoria (soprattutto eosinofila) la cui disami-
na esula da questo articolo.

Il prick test

| test di sensibilizzazione ad inalanti indoor posso-
no essere usati per individuare fattori scatenanti
ambientali e per eliminarli (34), cosi come per
identificare allergie alimentari nei bambini con
asma severo, in cui questo pud rappresentare un
fattore di aggravamento (35).

Traggo dalle Linee Guida GINA: "“Le prove allergo-
metriche cutanee rappresentano lo strumento dia-
gnostico di primo livello per evidenziare lo stato ato-
pico e i prick test sono quelli pitl comunemente usati
nella pratica clinica. Le loro caratteristiche di sempli-
cita, rapidita di esecuzione, basso costo, fanno si che

debbano essere considerati il primo approccio dia-
gnostico, ma occorre sottolineare che, in taluni casi,
possono dar luogo a falsi positivi o falsi negativi (36)"".
| test cutanei sono semplici da eseguire, rapidi, poco
dispendiosi ed attamente sensibili nella identificazione
della sensibilizzazione allergica. Debbono essere ese-
guiti da operatori esperti, per la possibilita di incorre-
re in errori tecnici. Le loro caratteristiche di perfor-
mance sono meglio definite nellallergia alimentare
che in quella respiratoria (37, 38), ed il loro valore
predittivo negativo — cosi come il loro valore di
screening — non sono definiti per I'asma nel bambino.
Causa principale di falsi positivi € il dermografismo
di qualsivoglia natura (costituzionale, nel corso di
orticaria, se & presente dermatite atopica este-
sa...). Possono esporre a falsi negativi in caso di
iporeattivita cutanea, durante 'uso di antistaminici
oppure per I'impiego di estratti allergenici incon-
grui; di particolare rilevanza per I'asma ¢ il fatto che
anche il trattamento con alte dosi di steroidi pud
esporre a falsi negativi (39). Nel decorso della
malattia allergica, soprattutto quando compaiono
nuove sensibilizzazioni, € opportuno ripetere la
valutazione degli SPT (40).

Il dosaggio delle IgE specifiche

Pit dispendioso del test cutaneo, il dosaggio delle
singole IgE specifiche nel siero non presenta miglio-
ri caratteristiche di performance. Per converso, l'uso
di pannelli di IgE che, come il Phadiatop Infant, con-
tengano gli allergeni rilevanti per quell'area geografi-
ca € stato dimostrato possedere un alto valore pre-
dittivo negativo nell'escludere la sensibilizzazione tra
i bambini con respiro sibilante (41) e puod pertanto
essere usato come test di screening a livello gene-
rale (42). Pit interessante mi pare il loro uso possi-
bile nella predizione dell'asma del lattante. Infatti,
anche se per ora non abbiamo nessuna dimostra-
zione che un trattamento precoce possa mutare la
storia naturale dellasma nel bambino, di fronte ad
un lattante con asma difficimente sfuggiremo alla
domanda dei genitori “ma allora, sara un asmatico
per tutta la vita?” ed una risposta c'é, dal momento
che 'asma inizia nell'eta infantile.

Uso delle IgE per la predizione
dell’asma

L'80% degli adulti con asma sviluppano la malattia
in modo clinicamente rilevante nei loro primi cin-
que anni di vita (43), e almeno il 40% dei bambini



con bronchite sibilante prima del terzo anno di vita
hanno ancora episodi di fischio a 6 anni (44). Un
terzo dei lattanti con respiro sibilante restano degli
asmatici, ed un altro terzo lo diventa nella seconda
e terza decade di vita, dopo una guarigione appa-
rente (45). Dunque le radici dellasma si trovano
nell'eta pediatrica (46).Tra i fattori di rischio indica-
ti dagli studi epidemiologici, accanto alla familiarita
per asma, alle difficofta psicosociali della famiglia, alla
frequenza di infezioni respiratorie, al sesso femmini-
le, la presenza di livelli elevati di IgE e la sensibilizza-
zione ad allergeni respiratori & indicata costante-
mente (47, 48). Benché tuttavia ciascuno di questi
fattori sia associato con asma, il valore individuale di
ciascun fattore resta poco predittivo della malattia
(49). Infatti 'anamnesi familiare non € in grado di
individuare con certezza quali bambini avranno
asma (50,51), cosi come la presenza di eczema ato-
pico (52) o di iperreattivita bronchiale (53). Di fatto,
il singolo predittore migliore per la persistenza di
asma tra i bambini con fischio € lo stato atopico (2):
cio non sorprende se si pensa che i livelli di IgE tota-
li si mantengono con l'eta (bambini con livelli di IgE
elevati a | anno si mantengono talia 6 ed || anni),
mentre la sensibilizzazione precoce e un livello di
IgE totali elevato a tutte le eta € associato con la
persistenza di fischio. asma tardivo o persistente si
associa con elevati livelli di IgE gia all'eta di 9 mesi, e
le IgE di bambini affetti da bronchiti asmatiche nel
primo anno di vita che non svilupperanno asma
non sono differenti da quelle di bambini senza
fischio (54). Pertanto, per la predizione clinica dell'a-
sma € necessario ricorrere ad algoritmi come quel-
lo proposto dal gruppo diTucson (Tabella ) (55),la
cui efficienza & stata prospetticamente testata e puo
essere giudicata di qualche soddisfazione (56).

Tabella 1 L'algoritmo per il rischio d’asma. Uno dei
primi due criteri maggiori + uno degli altri criteri

maggiori oppure uno dei criteri minori. SDAE, sin-
drome dermatite atopica eczema.

Criteri maggiori Criteri minori

1. Rinorrea senza
raffreddore (il moccio!)

1. Ricovero ospedaliero
per accesso asmatico
grave o bronchiolite

2. Fischio senza infezione
respiratoria

2. Almeno tre bronchiti
con sibilo nei precedenti
6 mesi

3. Anamnesi d’asma 3. Eosinofilia >5%

tra i genitori

4. SDAE 4. Sesso maschile

Il ruolo delle IgE nell’asma

In uno studio di alcuni anni circa la predizione dello
sviluppo di asma nel bambino tra 3 mesi e 3 anni,
tra i vari marcatori immunologici indagati il piti sen-
sibile risultd il recettore solubile per I'L-2 (sIL-2R)
(51). La sua accuratezza, coniugata con la valutazio-
ne delleta alla prima manifestazione d'asma, € in
grado di predire lo sviluppo della malattia con una
discreta predittivita (VPP 76,47,VPN 68,25). In que-
sto lavoro si considerano altri indici immunologici e
clinici, dei quali i pit associati con lo sviluppo d'asma
sono la presenza di eczema, di SPT positivo, di ele-
vati livelli di Igk, di genitori atopici. Nel tentativo di
proporre una semplice formula di predizione, gli
Autori propongono la seguente: eta alla presenta-
zione + slL-2R Tuttavia si direbbe ad una attenta let-
tura che la formula eta + atopia & quasi altrettanto
valida. In altre parole, quanto piu tardivo € l'esordio
e quanto piu allergico € il bambino, tanto pid & pro-
babile che si tratti di asma. Pertanto non stupisce se
ad oggi il marker piu investigato in questo senso &
ancora il livello di IgE totali e specifiche.

Mentre il valore delle IgE totali cordonali nel predi-
re la sensibilizzazione allergica precoce & buono, ma
il loro valore predittivo sui sintomi respiratori o
cutanei e scarso (57, 58), i livelli di IgE specifiche
sono stati associati con lo sviluppo di asma e con la
diagnosi di allergie. Una combinazione di allergeni
inalanti ed alimentari, il Phadiatop Infant, & stata
dimostrata in grado di identificare la condizione
allergica come diagnosticata da un allergologo
pediatra con una sensibilita, una specificita, un valore
predittivo positivo e negativo del 92%, 82%, 80% e
93% rispettivamente. La sensibilita ed il valore pre-
dittivo negativo del test suggeriscono che esso
possa essere usato come test di screening per i
bambini con sintomi allergici, riducendo cosi il
numero di procedure diagnostiche non necessarie;
puo inoftre essere usato come indicatore di malat-
tia allergica e di asma (59). In senso piu stretto un
Phadiatop e/o RAST x5 positivi (si tratta di due
pannelli di allergeni, il primo per la valutazione della
allergia ad inalanti e laltro per quella ad alimenti)
rappresentano un potente indice predittivo d'asma.
In un gruppo di bambini sotto 'anno di vita ricove-
rati per bronchite asmatica, infatti, tutti i bambini
positivi ad entrambi i test svilupparono asma entro
i due anni, mentre nessuno di quelli che erano nega-
tivi ad entrambi i test sviluppd la malattia (60). Lo
stesso vale per il solo Phadiatop nei bambini tra i
due ed i quattro anni, ad indicare pertanto che l'e-
secuzione del Phadiatop e del RAST x5 insieme ha
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un buon valore predittivo, mentre il solo Phadiatop
puo indicare quali bambini svilupperanno la malattia
tra quelli ricoverati a 2-4 anni. Questi pannelli sono,
come detto, dedicati a due pattern di sensibilizza-
zione differenti. Il pannello del Phadiatop Infant i
riunisce invece entrambi.

Conclusioni

La scoperta delle IgE e gli studi sul loro ruolo
nellasma sono tra i fattori che negli ultimi 30
anni hanno rivoluzionato I'approccio diagnosti-
co, prognostico ed hanno ispirato I'approccio
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Ruolo del BAL e della biopsia bronchiale
nella caratterizzazione dell’inflammazione
delle vie aeree inferiori nell’asma
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The role of BAL and bronchial biopsy in the
characterization of lower airway inflammation
in childhood asthma

Parole chiave: asma, broncoscopia, lavaggio broncoalveolare, biopsia bronchiale

Key words: asthma, bronchoscopy, bronchoalveolar lavage, bronchial biopsy

Riassunto. Numerose sono le ricerche in cui vengono valutati i fenomeni infiammatori a carico delle vie aeree inferiori nei
bambini asmatici: alcuni metodi sono meno invasivi, come lo sputo indotto e la misurazione di gas nell'aria espirata (CO, NO)
o la misurazione di marker di stress ossidativo nel condensato dell'aria espirata, altri sono pit invasivi come il lavaggio bron-
coalveolare (BAL) e le biopsie bronchiali. Eseguendo il BAL nei bambini con asma bronchiale e nei lattanti con respiro sibilan-
te € stata dimostrata la presenza di un'elevata percentuale di eosinofili nei primi e di neutrofili nei secondi; in entrambi i casi €
stata riscontrata anche un’elevata percentuale di cellule epiteliali che suggeriscono uno sfaldamento dell’epitelio bronchiale.
Sottoponendo a biopsia bronchiale bambini con asma € stato dimostrato che esiste un rimodellamento della parete bronchiale
con ispessimento della membrana basale, aumento del numero di vasi e aumento degli eosinofili nella parete bronchiale e sfal-
damento dell'epitelio bronchiale, come osservato negli adulti asmatici.

Ulteriori studi sono necessari per meglio definire i diversi fenotipi di asma bronchiale infantile.
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Introduzione Tecniche non invasive di studio

L'asma & la malattia infiammatoria cronica delle
vie aeree piu frequente del bambino, ed & carat-
terizzata da contrazione della muscolatura liscia
bronchiale, edema della parete bronchiale, e iper-
secrezione (I, 2).

Vari studi su coorti longitudinali hanno dimostrato
che in pit del 25% dei casi la malattia, che inizia
nelleta infantile, si protrae nell'eta adulta anche
per effetto di alcuni fattori di rischio come il fumo
di sigarette e l'allergia agli acari (3-6).

dell'infiammazione delle vie aeree

Numerose sono le ricerche in cui vengono valutati i
fenomeni infiammatori a carico delle vie aeree infe-
riori nei bambini asmatici: alcuni metodi sono meno
invasivi come lo sputo indotto e la misurazione di
gas nell'aria espirata (CO, NO) o la misurazione di
marker di stress ossidativo nel condensato dell’a-
ria espirata, altri sono pil invasivi come il lavag-
gio broncoalveolare (BAL) e le biopsie bronchiali.
Nello sputo indotto la risposta infiammatoria nel
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bambino asmatico-allergico € caratterizzata da un
elevato numero di eosinofili e da elevata concen-
trazione di proteina cationica degli eosinofili (7).
Studi sull'aria espirata hanno dimostrato che I'ossi-
do nitrico & piu elevato nei bambini asmatici
rispetto a controlli sani. La correlazione tra produ-
zione di ossido nitrico (NO) e linfammazione
delle vie aeree, soprattutto da eosinofili, appare
evidente e la misurazione dei livelli di NO espira-
to (FENo) potrebbe essere particolarmente utile
per verificare lo stato di infiammazione delle vie
aeree nei bambini e potrebbe essere di comple-
mento ad altre indagini come la spirometria e lo
sputo indotto, a volte di difficile esecuzione nel
bambino soprattutto in eta prescolare (7-9).
Linteresse nella ricerca di marcatori di infiamma-
zione presenti nell'aria espirata di soggetti asmati-
ci € sempre molto elevato tra i ricercatori anche
nella speranza di trovare un indice predittivo di
asma e di gravita della malattia: & stata recente-
mente dimostrata nel condensato espirato una
elevata concentrazione di perossido di idrogeno
(10), un aumento dell'interleuchina-4, un decre-
mento dell'interferon-gamma (1 1), e un incremen-
to dei leucotrieni (12). Un altro studio recente ha
dimostrato nei bambini asmatici un alterato rap-
porto nel condensato dell'aria espirata tra sostan-
ze ossidanti e antiossidanti durante la crisi acces-
suale, e la loro modificazione dopo una settimana
di terapia steroidea (13).

Tecniche invasive di studio dell’in-
fiammazione delle vie aeree

I BAL & una tecnica ormai ben codificata, che
viene eseguita normalmente nel corso delle bron-
coscopie cui vengono sottoposti i bambini sulla
base di indicazioni ben definite. Il BAL permette
infatti di raccogliere tutta una serie di informazio-
ni relative alla citologia bronco-polmonare, alla
produzione “profonda” di mediatori e alla presen-
za di agenti infettanti (14).

Eseguendo il BAL nei bambini con asma bronchia-
le e nei lattanti con respiro sibilante ¢ stata dimo-
strata la presenza di un'elevata percentuale di
eosinofili nei primi e di neutrofili nei secondi; in
entrambi i casi € stata riscontrata anche un’eleva-
ta percentuale di cellule epiteliali che suggerivano
una sfaldamento dell'epitelio bronchiale (15).1n un
altro studio € stata rilevata un’evidente attivazione
di neutrofili anche in corso di asma persistente

lieve-moderata rispetto ai pazienti con asma inter-
mittente, dimostrando che l'infiammazione media-
ta dai neutrofili € piu significativa in pazienti con
asma piu grave (16).

Studi condotti su biopsie bronchiali hanno per-
messo di dimostrare la precocita della flogosi cro-
nica e i suoi effetti sulle vie aeree del bambino
(17), che si sono dimostrati molto simili a quanto
gia descritto nell'adulto (18).

In uno studio di Payne fatto su 23 bambini con
asma difficile, cioe poco responsiva agli steroidi
inalati ad alte dosi, prima e due settimane dopo
trattamento con prednisolone orale si potevano
evidenziare almeno 2 gruppi di asmatici: quelli
con valori normali di NO nell'aria espirata prima
e dopo la somministrazione di steroide orale e
quelli con NO persistentemente elevato prima e
dopo la terapia steroidea (19). Si capisce quindi
I'importanza di sottoporre questi pazienti a BAL
e biopsia bronchiale per meglio chiarire questi
diversi fenotipi della malattia. Lo stesso gruppo di
autori, quindi, sottoponendo a biopsia bronchia-
le questi pazienti con asma difficile ha dimostra-
to che esiste un rimodellamento della parete
bronchiale con ispessimento della membrana
basale (20). Questo reperto risultava simile a
quello descritto nell'adulto, sia con asma lieve
che con asma grave, senza correlazione dimo-
strabile tra I'entita dell'ispessimento e la durata
della malattia, il FENo, e I'entita della infamma-
zione eosinofilica della mucosa.

Un recente lavoro di Saglani et al. ha dimostrato
che in bambini di eta inferiore a 26 mesi con epi-
sodi di respiro sibilante ricorrente e/o tosse, la
presenza di ostruzione reversibile delle vie aeree
si sviluppa anche senza un dimostrabile ispessi-
mento della membrana basale e una infiammazio-
ne eosinofilica, pur in presenza di atopia (21).
Questo studio, anche se fatto in una popolazione
di bambini non sicuramente asmatici, ma che
potrebbero rientrare tra i pazienti che presentano
nei primi 3 anni di vita respiro sibilante precoce o
transitorio, dimostra come le nostre conoscenze
sul rimodellamento siano ancora lontane da una
precisa definizione della sequenza degli eventi che
interessano le vie aeree nell'asma bronchiale infan-
tile e come esistano diversi fenotipi di asma nel
bambino che necessitano di ulteriori indagini per
essere precisamente individuati.

Un altro contributo alla definizione degli eventi
infiammatori che interessano la parete bronchiale
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nel bambino asmatico viene dal nostro gruppo che
ha valutato I'angiogenesi e il danno epiteliale nella
parete bronchiale dei bambini asmatici. In questo
lavoro abbiamo dimostrato in bambini di eta varia-
bile da | a 15 anni come lo sfaldamento dell'epi-
telio bronchiale e [ispessimento della membrana
basale, il numero di vasi e gli eosinofili nella parete
bronchiale siano aumentati negli asmatici rispetto
ai controlli e come questo fenomeno sia pit mar-
cato nei bambini sotto i 6 anni di eta (22).

Due fenotipi di asma grave dell'adulto erano stati
descritti anche dalla Wenzel: uno costituito da
pazienti con biopsia positiva per presenza di
eosinofili nella sottomucosa e uno costituito da
pazienti con biopsia negativa per tali cellule. E
stata valutata in questi pazienti anche I'espressio-
ne del TGF-B nelle cellule epiteliali (18). I TGF-B
€ una citochina che pud promuovere la deposi-
zione della matrice extracellulare sottoepiteliale
e inibire nel contempo la sua degradazione, con-
tribuendo cosi ad un'estesa deposizione di tale
matrice che € caratteristica della infiammazione
allergica cronica nell'adulto (23). Le cellule epite-
liali che esprimono il TGF-B risultavano nello stu-
dio della Wenzel significativamente pit numero-
se nel gruppo positivo per eosinofili che non nel-
laltro gruppo. | soggetti con eosinofili negativi
che erano risultati con una membrana basale
meno spessa degli altri, presentavano un FEV,
piu basso (18).

In un nostro recente studio su biopsie bronchia-
li di bambini asmatici e di atopici non asmatici
abbiamo rilevato una eosinofilia e un ispessimen-
to della membrana basale sia in bambini con
asma lieve sia in quelli con asma moderata, ma
anche in bambini atopici non asmatici. Inoltre nei
bambini con asma, ma non negli atopici senza
asma, abbiamo rilevato una "“downregulation” di
un recettore del TGF-B (il TGFB-RII) (17).

Studi in vitro su cellule epiteliali monostratifica-
te, tratte da biopsie di soggetti asmatici, danneg-
giate chimicamente hanno dimostrato la libera-
zione di fattori fibroproliferativi e profibrotici
come il “fibroblast growth factor” (FGF-2),
["'insulin growth factor” (IGF-1), il “platelet-deri-
ved growth factor” (PDGF), I'Endotelina (ET-1) e
il “trasforming-growth factor” (TGF-B2) (24).
Altri studi sperimentali hanno dimostrato che
bloccando I'Epitelial Growth Factor (EGF) veniva
causato un ritardo nella riparazione del danno epi-
teliale e a un aumento di espressione di TGF-B da

parte delle cellule epiteliali, che risultava poco
sensibile alla terapia steroidea (25).

Alcuni Autori hanno sostenuto che il danno epi-
teliale osservato nelle biopsie della mucosa
bronchiale degli asmatici possa essere piu un
artefatto che una vera alterazione istologica
(26); ma dati relativi a una aumentata espressio-
ne da parte delle cellule epiteliali del recettore
per EGF (EGFR) nelle biopsie bronchiali di sog-
getti asmatici dimostrano invece come il danno
epiteliale si verifichi anche in vivo (25).
Laumentata espressione dellEGFR e risultata
non sensibile allo steroide ed e correlata positi-
vamente con la gravita della malattia. LEGF acce-
lera la riparazione delle cellule danneggiate, men-
tre il blocco del EGFR con un inibitore selettivo
aumenta significativamente la quantita di TGF-f32
(25). Le cellule apoptotiche, presenti anche nel-
I'asmatico per effetto dello stress ossidativo, for-
niscono TGF-B che induce i fibroblasti della
membrana reticolare a proliferare e trasformarsi
in miofibroblasti che sono grandi produttori di
fibrille collagene. Se il processo continua, il
“remodeling” progredisce, in caso contrario si
ipotizza una minore produzione di TGF-B e una
evoluzione verso la risoluzione della fibrosi a
mano a mano che lintegrita dell'epitelio viene
restaurata (27). Infatti le cellule apoptotiche nelle
ferite cutanee lievi vengono rimosse in vivo con
minima reazione locale. Questo sembra essere il
risultato di un’attiva produzione di mediatori
antiinfiammatori, particolarmente TGF-B e pro-
stanoidi antiinfiammatori (28, 29). Se invece |l
danno epiteliale & piu esteso, allora vi sarebbe
una maggiore e incontrollabile produzione di
TGF-B che favorisce il processo di remodeling.
Quindi il TGF-B avrebbe due tipi di funzione a
seconda dell'entita dello stimolo: una funzione
antiinflammatoria o una funzione profibrotica.
Linfiammazione di tipo Th-2 & una caratteristica
dellasma, indipendentemente dall'atopia. Alcuni
mediatori da essa prodotti sono stati oggetto di
recenti ricerche. E stato cosi dimostrato che coltu-
re di cellule bronchiali di asmatici rispondono alla
IL-4 e IL-13 con una aumentata fosforilazione di
STAT-6 (30) accompagnata da aumentata produ-
zione di GM-CSF, IL-8, e TNF-ot che risultano ulte-
riormente aumentati stimolando le cellule con
estratti di Der p (31). I TNF-o0 € un importante
ligando dellEGFR, riducendo quindi il suo effetto
riparatore e favorendo cosi il remodeling.
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IL- 4 e IL-13 derivate dalla reazione infammatoria
allergica promuovono anche la liberazione di TGF-
B da parte delle cellule epiteliali e quindi la tra-
sformazione dei fibroblasti in miofibroblasti (32).

In conclusione due sono i meccanismi che al
momento attuale sono stati studiati per spiegare
il remodeling osservato negli asmatici: uno legato
al danno cellulare e ai meccanismi infiammatori ad
esso correlati; I'altro alla reazione di tipo Th2, che

€ caratteristica dell'asma, e che si manifesta con la
produzione di citochine alcune delle quali ad
effetto profibrotico. Nel processo di rimodella-
mento dell'asma esiste dunque il concorso di pid
fattori: fattori genetici e fattori proinfiammatori
ambientali che insieme concorrono alla definizio-
ne istopatologica della malattia e che possono
essere adeguatamente studiati con il BAL e la
biopsia bronchiale.
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