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INTRODUZIONE:

LA BIOTECNOLOGIA APPLICATA ALLA
TERAPIA DELI’ASMA BRONCHIALE

E DELLA BRONCOPNEUMOPATIA
CRONICA OSTRUTTIVA

Gennaro D’Amato

U.O.C. di Malattie Respiratorie e Allergiche, A.O. ad Alta Specializzazione e di Rilievo Nazionale

“A. Cardarelli”, Napoli

Il notevole aumento di frequenza delle pato-
logie ostruttive delle vie aeree inferiori come
asma bronchiale e broncopneumopatia cro-
nica ostruttiva (BPCO) che ¢ stato registrato
negli ultimi trenta anni nel mondo occiden-
tale e le migliorate conoscenze delle pecu-
liarita infiammatorie che ne caratterizzano
il substrato patogenetico, hanno stimolato
la ricerca biotecnologica a studiare e sinte-
tizzare molecole applicabili alla terapia ed
in grado di modulare in senso inibente le ri-
sposte flogistiche delle vie aeree. Occorrono
perd molti anni e molte sperimentazioni in
vitro ed in vivo prima di rendersi conto se
c’¢ possibilita di utilizzazione nella terapia
di una determinata molecola.

Il coinvolgimento di numerose citochine nel-
la patogenesi dell’infiammazione cronica e
del rimodellamento strutturale delle vie ae-
ree che caratterizzano I’asma ¢ stato partico-
larmente studiato e almeno in parte delinea-
to. Meno definito appare invece il ruolo delle
citochine nella patogenesi della BPCO.

Aspetti immunologici relativi
all’eziopatogenesi dell’asma
bronchiale allergico

L’asma ¢ ritenuta una patologia caratteriz-
zata da eventi flogistici acuti, cronici e di
rimodellamento delle vie aeree. L’infiam-

mazione bronchiale permane anche durante
i periodi di remissione dei sintomi e la per-
sistenza dell’asma allergico ¢ riconducibile
alla flogosi bronchiale cronica IgE-mediata,
che sollecita risposte immunologiche di tipo
Th2, caratterizzate cioe dall’attivazione di
quella sottopopolazione linfocitaria definita
appunto Th2, che produce citochine, quali
interleuchina (IL)-4, IL-5 e IL-13. I linfociti
T di adulti non affetti da allergopatia vengo-
no, invece, definiti di tipo Thl perché pro-
ducono in modo predominante interferon-y
(IFN-y) mentre non sono in grado di stimo-
lare la sintesi di IgE.

Si ritiene infatti che la differenza tra soggetti
allergici-atopici e individui normali sia ricon-
ducibile ad un’alterata regolazione molecola-
re geneticamente controllata dalla produzione
di IL-4 e IL-13. La sovraespressione dei geni,
che controllano la sintesi e la liberazione di
queste citochine, determinerebbe una loro
produzione elevata e continuativa da parte
dei linfociti T attivati dagli allergeni, mentre,
sempre negli atopici, si osserva un deficit di
produzione di IL-12 o di IFN-y. Il processo
di sensibilizzazione allergica avverrebbe gia
nella vita intrauterina e nei primi mesi di vita.
I linfociti Th2 cooperano con i linfociti B a
livello delle strutture linfoidi, stimolandone
I’attivazione con la conseguente produzione
di IgE. Una volta prodotti questi anticorpi si
riversano nel circolo ematico, dove possono
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essere identificati attraverso tecniche immu-
no-diagnostiche.

Le IgE vanno a saturare i recettori ad alta
e a bassa affinita presenti sulle membrane
della varie cellule coinvolte nelle reazio-
ni allergiche (mastociti, basofili, eosinofili,
etc.) legandosi a queste cellule grazie al loro
frammento CeR.

Il momento iniziale delle reazioni allergiche
IgE-mediate ¢ dato dal legame a ponte tra
gli epitopi (determinanti antigenici) di un
allergene con due molecole di IgE, legate a
recettori adiacenti sulla superficie cellulare
di mastociti nel lume delle vie aeree. Le due
molecole di IgE, avvicinandosi tra loro per
I’azione dell’antigene, consentono il deter-
minarsi del contatto dei due recettori adia-
centi sulla superficie dei mastociti su cui
sono fissate e, quindi, 1’attivazione di queste
cellule inflammatorie.

A questo evento segue tutta una serie di rea-
zioni enzimatiche, che danno luogo alla fine
a un aumento di permeabilita della membra-
na stessa con apertura dei canali del calcio.
Il calcio extracellulare, penetrato all’interno
della cellula, si lega alla calmodulina, un
recettore proteico che regola ’attivita del-
la ATPasi, la quale a sua volta idrolizza le
molecole di ATP. La conseguente attivazione
di meccanismi ATP-dipendenti garantisce
I’energia occorrente per la degranulazione
mastocitaria, con liberazione di mediatori
chimici preformati, come istamina, triptasi,
chimasi, idrolasi acide, etc., che sono respon-
sabili della reazione allergica immediata. In
concomitanza con questi eventi, che portano
alla degranulazione mastocitaria, si verifica
anche I’attivazione calcio-dipendente della
fosfolipasi di membrana, che metabolizza i
fosfolipidi della membrana cellulare in liso-
fosfatidilcolina e in acido arachidonico. La
prima sostanza viene acetilata dall’enzima
acetiltransferasi, dando luogo alla formazio-
ne del fattore attivante le piastrine (platelet
activating factor — PAF), mentre 1’acido ara-
chidonico, reso libero, ¢ disponibile per la

conversione in “metabolici” della ciclossige-
nasi (prostaglandine e trombossani) e della
lipossigenasi (leucotrieni). L attivazione del
mastocita innesca anche la sintesi di nume-
rose altri elementi proinfiammatori come
alcune citochine: IL-4, IL-5, IL-6, IL-8 e tu-
mor necrosis factor o (TNF-a).

Le citochine

Le citochine che intervengono nel processo
inflammatorio delle vie aeree costituiscono
agenti di induzione, amplificazione e croni-
cizzazione dello stimolo infiammatorio al-
lergico e non-allergico.

A livello delle vie aeree, le citochine vengono
prodotte da cellule infiammatorie (linfociti,
eosinofili, neutrofili, etc.) e da cellule struttu-
rali (epitelio, endotelio, muscolatura liscia e
fibroblasti). Esse svolgono un’azione impor-
tante nell’induzione e nella cronicizzazione
dei processi infiammatori che caratterizzano
le vie aeree in tutte le patologie respiratorie,
e quindi anche nell’asma e nella BPCO. Tut-
tavia, non tutte le citochine sono proinfiam-
matorie. Infatti, alcune molecole, quali IL-10,
IL-12 ed INF-y possono attenuare o prevenire
I’inflammazione delle vie aeree.

La citochina IL-4, diffondendosi in circolo nel
microambiente dei tessuti linfoidi, favorisce
la differenziazione di linfociti T verso la serie
Th2 e, quindi, amplifica e perpetua la rispo-
sta allergica. Gli eosinofili sono le cellule che
svolgono il ruolo pitt importante in corso di
inflammazione allergica e la loro attivazione
€ sopravvivenza sono aumentate ulteriormen-
te da IL-5. I linfociti attivati, richiamati nella
sede flogistica, contribuiscono a loro volta al
mantenimento dell’infiammazione. Se lo sti-
molo allergenico ¢ singolo e limitato nel tem-
po, I’evento flogistico, comprensivo della fase
precoce e tardiva, si esaurisce in 48-72 ore.
Se I’esposizione all’allergene ¢ prolungata,
si ha un persistere del processo, che diventa
una vera e propria inflammazione cronica,
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con conseguente danno tessutale, fino al co-
siddetto rimodellamento delle vie aeree, ca-
ratterizzato dalla deposizione di collageno al
di sotto della membrana basale dell’epitelio
delle vie aeree.

Le citochine fungono da messaggeri extracel-
lulari, che esplicano le loro azioni attraverso
la stimolazione di un’ampia ed eterogenea
varieta di recettori espressi sulla membrana
delle cellule infiammatorie e strutturali della
parete bronchiale.

L’aumentata conoscenza del ruolo fisiopato-
logico di varie citochine nelle malattie ato-
piche ha fornito la base per lo sviluppo di
agenti in grado di bloccare a vari livelli I’at-
tivita di questi mediatori dell’inflammazione
(blocco dei fattori di trascrizione che con-
sentono I’espressione delle citochine, blocco
dei recettori a cui esse si legano, etc.). Sono,
infatti, in corso studi atti a valutare 1’utiliz-
7o in terapia di citochine antiinfiammatorie
come IL-10, IL-12 ed IFN-y, di inibitori di
citochine pro-infiammatorie come I1-4, IL-
13 e IL-5 nonché di inibitori delle chemochi-
ne, delle molecole di adesione e dei fattori
transcrizionali.

Mentre si ¢ ancora alla ricerca di agenti in
grado di modulare I’azione proinfiammato-
ria di citochine come ad esempio la TNF-¢,
sono appena entrate nell’armamentario tera-
peutico specialistico le anti-IgE (omalizu-
mab), anticorpi monoclonali murini uma-
nizzati, in grado di bloccare, nell’asma a
substrato allergico-atopico, le IgE circolanti,
impedendone il legame ai recettori cellulari
e la conseguente risposta infiammatoria-al-
lergica.
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Introduzione

Nell’ambito degli eventi cellulari e mole-
colari responsabili della flogosi e del rimo-
dellamento delle vie aeree caratterizzanti
I’asma, un ruolo fondamentale ¢ svolto da
numerosissimi mediatori proinfiammatori,
comprendenti autacoidi, citochine, chemio-
chine, fattori di crescita, ed anche anticorpi
(IgE). Tali sostanze fungono da messaggeri
extracellulari, che esplicano le loro azioni
attraverso la stimolazione di un’ampia ed
eterogenea varieta di recettori espressi sul-
la membrana delle cellule infiammatorie e
strutturali della parete bronchiale. L’attiva-
zione di queste molteplici popolazioni re-
cettoriali, conseguente all’interazione con
1 rispettivi ligandi, si traduce nella conver-
genza, a livello intracellulare, su un numero
relativamente limitato di vie di trasduzione
del segnale, prevalentemente costituite da
cascate enzimatiche fosforilanti (chinasi),
che a loro volta attivano diversi fattori tra-
scrizionali !. Questi ultimi regolano I’ attivita
dei geni codificanti le proteine implicate nei
fenomeni flogistici, nei processi prolifera-
tivi e nei meccanismi della morte cellulare
programmata (apoptosi). Pertanto, i sistemi
enzimatici di segnalazione intracellulare ed
i fattori trascrizionali nucleari rappresentano
dei target molecolari di rilevante importanza
strategica ai fini della modulazione dell’in-

flammazione e della cito-architettura delle
vie aeree. Infatti, tali proteine costituiscono
degli snodi cruciali su cui convergono i se-
gnali biologici derivanti dalla stimolazione
di complessi e variegati network recettoria-
li. Invece, sembrano essere intuitivamente
meno fruttuosi gli approcci farmacologici
basati sull’antagonismo di singoli recettori,
proprio a causa della loro molteplicita, etero-
geneita e ridondanza. In tal caso, I’eventuale
successo terapeutico dipendera essenzial-
mente dalla rilevanza e dall’insostituibilita,
nel contesto della patogenesi dell’asma, di
un particolare bersaglio recettoriale.

Vie di trasduzione dei segnali

Nelle vie aeree, la propagazione ed ampli-
ficazione dei segnali flogogeni, proliferati-
vi ed apoptotici, originati dalle interazioni
delle molecole pro-asmatiche con i relativi
recettori, dipendono in gran parte dall’at-
tivazione di varie chinasi, comprendenti
principalmente le mitogen-activated protein
kinases (MAPK), la phosphoinositide 3-ki-
nase (P1-3K), la protein chinasi C (PKC), le
serin-treonin-chinasi recettoriali, le tirosin-
chinasi recettoriali e quelle non recettoriali,
come le Janus kinases (JAK) attivatrici dei
fattori STAT (signal transducers and acti-
vators of transcription), la spleen tyrosine
kinase (Syk) e la Lyn kinase.
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Mitogen-activated protein kinases

Le mitogen-activated protein  kinases
(MAPK) comprendono varie sottofamiglie
quali extracellular signal-regulated kinases
(ERK), soprattutto coinvolte nei fenomeni di
differenziazione e proliferazione cellulare,
c-Jun N-terminal kinases (JNK), prevalen-
temente implicate nelle risposte a vari tipi
di stress (ossidativo, termico, ultravioletto,
iperosmolare), e gli enzimi p38 operanti
nei processi flogistici ed apoptotici 2. Tutti i
membri della famiglia MAPK condividono
un comune modello di attivazione, basato
su una catena sequenziale di fosforilazioni

oxidative stress Pro-inflammatory
cytokines

O: D Cell membraie

(Fig. 1). Una volta attivate in seguito a du-
plice fosforilazione di specifici residui ami-
noacidici di treonina e tirosina, le MAPK a
loro volta fosforilano vari substrati citopla-
smatici e nucleari a livello di particolari siti
serinici e treoninici; nel nucleo, molti dei
target delle MAPK sono costituiti da fattori
trascrizionali. Nella patogenesi dell’asma,
le MAPK svolgono un ruolo rilevante per
quanto riguarda la sintesi di citochine proin-
flammatorie, 1’attivazione, la chemiotassi e
la sopravvivenza delle cellule immuno-flo-
gistiche, nonché nell’ambito delle funzioni
delle cellule epiteliali bronchiali e nella mi-

growth factors
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Figura 1. Vie di trasduzione dei segnali mediate dalle MAP chinasi. Vari stimoli extracellulari
possono attivare le cascate enzimatiche fosforilative relative ai tre principali moduli delle MAP chi-
nasi (ERK, JNK e p38), i cui substrati sono rappresentati da molteplici proteine citosoliche e nucleari,
comprendenti anche fattori trascrizionali implicati nelle risposte cellulari infiammatorie, proliferative
ed apoptotiche. La trasduzione dei segnali si realizza mediante una sequenza di fosforilazioni, ri-
spettivamente catalizzate dalle MAP chinasi chinasi chinasi (MAPKKK), dalle MAP chinasi chinasi

(MAPKK) e dalle MAP chinasi (MAPK).
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togenesi dei fibroblasti e delle cellule mu-
scolari lisce.

In particolare, I’attivazione del modulo chi-
nasico ERK, conseguente alla stimolazione
dei T cell receptors, ¢ implicata nella dif-
ferenziazione dei linfociti T helper ‘naive’
verso il fenotipo Th2. Inoltre, ERK ¢ coin-
volta anche nel reclutamento degli eosinofili
e nel rimodellamento bronchiale, in quanto
stimola la proliferazione dei fibroblasti sub-
epiteliali ed induce iperplasia a livello della
muscolatura liscia 2. Recentemente & stato
osservato che la interleuchina-13 (IL-13),
le cui azioni biologiche erano precedente-
mente ritenute dipendenti esclusivamente
dalla via JAK/STAT, ¢ in grado di attivare
ERK1/2 con modalita completamente in-
dipendenti dalla stimolazione di STAT-6 3.
In particolare, ERK partecipa alla media-
zione degli effetti della IL-13 nel contesto
della flogosi e del rimodellamento delle vie

aeree, stimolando il rilascio sia delle che-
miochine MIP (macrophage inflammatory
protein)1a/CCL-3, MIP1« /CCL-4, MIP-2/
CXCL-1 e RANTES (regulated on activa-
tion normal T-cell expressed and secreted)/
CCL-5, sia delle proteasi MMP-2, -9, -12,
-14 e catepsina B 3. Pure JNK contribuisce
al rimodellamento tessutale sia favoren-
do la transizione dei fibroblasti polmonari
verso un fenotipo miofibroblastico, sia sti-
molando la mitogenesi dei miociti delle vie
aeree. Comunque, il sottogruppo di MAPK
maggiormente attivo nella fisiopatologia
cellulare dell’asma & indubbiamente p38.
Infatti, p38 regola la migrazione dei masto-
citi verso gli antigeni e, mediante la fosfo-
rilazione del fattore trascrizionale GATA-3,
promuove la produzione delle citochine
Th2-linfocitarie IL-4, IL-5 ed IL-13 (Fig.
2). La MAPK p38 contribuisce inoltre, con
modalita post-trascrizionali, a stabilizzare

GATA-3 ACTIVATION
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Karyopherin-a
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Figura 2. Fosforilazione p38-dipendente del fattore trascrizionale GATA-3. La frascrizione dei
geni codificanti le citochine Th2-linfocitarie (IL-4, IL-5, IL-13) puo essere attivata dalla costimolazione
mediata dalle molecole CD3 e CD28, cui consegue I'attivazione della MAPK p38 e la fosforilazione
p38-dipendente del fattore trascrizionale GATA-3.
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gli RNA messaggeri specifici per varie ci-
tochine e chemiochine quali tumor necrosis
factor ¢ (TNF-a), IL-6 ed eotassina. p38 ¢
anche in grado di prolungare sensibilmente
la sopravvivenza degli eosinofili, ed al con-
trario induce 1’apoptosi delle cellule epite-
liali bronchiali 4, essendo cosi implicata nei
meccanismi responsabili del danno e della
fragilita dell’epitelio delle vie aeree, tipici
dell’asma. A livello dell’epitelio bronchia-
le p38 ¢ pure coinvolta, insieme ad altre
MAPK, nell’induzione della sintesi della
IL-8 e della chemiochina RANTES.

L’inibizione delle MAPK, ed in particolare
della sottofamiglia p38, pertanto rappresenta
a livello sperimentale una strategia terapeu-
tica anti-asmatica notevolmente interessan-
te . Tra i capostipiti degli inibitori piridi-
nilimidazolici delle isoforme « e 8 di p38,
SB203580 si ¢ rivelato in grado di attenua-
re preferenzialmente la sintesi di citochine
Th2-linfocitarie e di indurre 1’apoptosi degli
eosinofili. Inoltre, gli inibitori della MAPK
p38 prevengono 1’apoptosi delle cellule epi-
teliali bronchiali causata dal fattore di cre-
scita (transforming growth factor) TGF-§ *.
SMP-534 ¢ un composto a basso peso mo-
lecolare che, inibendo selettivamente 1’ atti-
vazione di p38 indotta dal TGF-B, riduce la
produzione TGF-B-dipendente di matrice
extracellulare da parte di linee cellulari fi-
broblastiche; tuttavia, le eventuali potenzia-
lita terapeutiche di SMP-534 nel rimodella-
mento delle vie aeree non sono ancora state
valutate sperimentalmente. In ogni caso, gli
approcci farmacologici utilizzanti inibitori
di p38 devono essere considerati con estre-
ma cautela, in quanto il knockout del gene
p38a & responsabile, nel topo, di difetti dello
sviluppo placentare. Inoltre, la funzione di
segnalazione intracellulare svolta da p38 ¢
verosimilmente essenziale per 1’attuazione
di una ottimale risposta immunitaria; infatti,
i topi portatori di una mutazione nel gene co-
dificante ’enzima MAPKAP-K2 (mitogen-
activated protein kinase-activated protein

kinase 2), un importante substrato di p38,
sono altamente suscettibili alle infezioni cau-
sate da microrganismi patogeni intracellulari
come Listeria monocytogenes. Per evitare in
parte questi problemi, potrebbe essere utile
la disponibilita di composti somministrabili
per via inalatoria. A tal riguardo ¢ stato di-
mostrato in un modello murino di asma che
I’oligonucleotide antisenso inalabile ISIS
101757, specifico per p38«, puo inibire signi-
ficativamente I’eosinofilia polmonare, I’iper-
responsivita bronchiale e l’ipersecrezione
di muco indotte dall’ovalbumina . D’altra
parte, I’inibizione dell’attivazione fosfori-
lazione-dipendente di p38 & comunemente
attuata nella terapia pneumologica mediante
I’impiego dei corticosteroidi, che inducono
I’espressione della fosfatasi MKP-1 (MAP
kinase phosphatase-1) °, responsabile della
defosforilazione e conseguente inattivazio-
ne di p38 e delle altre MAPK. In seguito a
tali interferenze sull’attivita di p38, i corti-
sonici promuovono I’apoptosi degli eosino-
fili ed esplicano un’azione anti-apoptotica e
protettiva a livello dell’epitelio bronchiale *.
Tuttavia, un’eccessiva attivazione di p38 puo
addirittura contribuire, attraverso la fosfori-
lazione del recettore dei glucocorticoidi e la
conseguente inibizione della sua trasloca-
zione nucleare, al fenomeno della resistenza
agli steroidi riscontrabile in alcuni pazienti
asmatici (Fig. 3). Per quanto concerne le so-
stanze attive sulle altre MAPK, I’inibitore di
JNK SP600125 ¢ in grado di attenuare, in
topi sottoposti a sensibilizzazione allergica,
I'infiltrazione bronchiale eosinofila e 1’iper-
responsivita delle vie aeree’. Il composto
PD98059, infine, che interferisce negativa-
mente sull’attivazione delle vie mediate da
ERK, nell’animale da esperimento riduce si-
gnificativamente la produzione polmonare di
cisteinil-leucotrieni stimolata dagli allergeni;
inoltre, I’incubazione con PD98059 di eosi-
nofili isolati da donatori allergici determina
una marcata diminuzione della migrazione
chemiotattica indotta dall’eotassina.
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Figura 3. Ruolo della MAPK p38 nell’asma steroide-resistente. Nei pazienti asmatici I'iperattiva-
zione della MAPK p38 da parte di intensi stimoli proinfiammatori puo contribuire, mediante la fosfori-
lazione dei recettori dei glucocorticoidi e la conseguente inibizione della loro traslocazione nucleare,
ad una riduzione della risposta terapeutica ai corticosteroidi.

Phosphoinositide 3-kinase

Molte cellule rispondono a vari stimoli (cito-
chine, antigeni, molecole co-stimolatrici) at-
tivando phosphoinositide 3-kinase (PI-3K),
che fosforila i fosfoinositidi di membrana a
livello della posizione D-3 dell’anello inosi-
tolico, producendo cosi secondi messaggeri
come il fosfatidilinositolo-3,4,5-trifosfato
(PIP,) °. Quest’ultimo a sua volta recluta al-
cune serin-treonin chinasi (Akt/PKB, PDK1)
che svolgono un ruolo rilevante nei processi
di proliferazione, sopravvivenza e migra-
zione cellulare. I pazienti asmatici allergici
presentano un’intensa attivazione di PI-3K
a livello degli eosinofili, la cui risposta a
vari fattori chemiotattici ¢ in parte mediata

da questa via di trasduzione. Inoltre, PI-3K
interviene nell’attivazione mastocitaria con-
seguente all’interazione IgE-FceRI e con-
tribuisce anche al rimodellamento delle vie
aeree, inducendo la mitogenesi ed iperplasia
delle cellule muscolari lisce. Mediante studi
effettuati in ratti “Brown Norway” sensibi-
lizzati, ¢ stata evidenziata una soppressione
della risposta broncocostrittrice all’adeno-
sina in seguito all’impiego dell’inibitore di
PI-3K “wortmannin”, che ha anche ridotto
I’'immunoflogosi ed il rilascio di perossidasi
eosinofila. Anche LY294002, I’altro inibito-
re disponibile di PI-3K, impiegato per via
endotracheale in modelli murini di asma ¢
riuscito ad attenuare I’infiltrazione flogistica
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delle vie aeree, la sintesi di IL-4, IL-5, IL-13,
proteina cationica eosinofila ed eotassina,
oltre che a ridurre I’iperreattivita bronchiale
e I'iperplasia delle goblet cells 8. Analoghe
osservazioni si riferiscono a topi immuno-
sensibilizzati, nei quali il blocco sperimen-
tale dell’attivita di PI-3K ha determinato una
diminuzione dell’iperresponsivita bronchia-
le alla metacolina, dell’infiltrazione eosi-
nofila delle vie aeree e della secrezione di
IL-4 ed IL-5 nel liquido di lavaggio bronco-
alveolare.

Protein chinasi C

Nella trasduzione dei segnali un’importante
funzione ubiquitaria ¢ svolta da protein chi-
nasi C (PKC), una famiglia di serin-treonin
chinasi che comprende numerose isoforme,
cosi suddivise: PKC classiche («, f1, 2 e7),
attivate dai secondi messaggeri diacilglice-
rolo (DAG) e calcio (Ca*); nuove PKC (3,
e, n e 0), stimolate da DAG; PKC atipiche
(¢ e M), che sono DAG/ Ca**-indipendenti.
Nell’uomo, la stimolazione allergenica in-
duce un aumento dell’espressione e dell’at-
tivazione dell’isoforma PKC{ a livello degli
eosinofili dell’espettorato indotto 3. Inoltre,
alterazioni della regolazione dell’attivita
di PKC sono state riscontrate nei macrofa-
gi alveolari di pazienti asmatici. Tuttavia, i
potenziali effetti degli inibitori di PKC at-
tualmente disponibili, come L.Y333531, non
sono ancora stati adeguatamente valutati in
modelli sperimentali di asma.

Serin-treonin chinasi recettoriali

Nell’ambito di questo gruppo di chinasi, una
posizione di rilievo spetta ad alcuni recettori
di membrana del TGF-p. In particolare, il re-
cettore di tipo II, dotato di intrinseca attivita
serin-treonin chinasica, in seguito all’intera-
zione con il TGF-f recluta e fosforila il re-
cettore di tipo I °. Una volta attivato mediante
fosforilazione, quest’ultimo a sua volta fo-
sforila specifici residui di serina delle protei-
ne intracellulari Smad-2 e Smad-3, che cosi

possono legare Smad-4; 1’intero complesso
Smad-2-3-4 trasloca quindi nel nucleo, dove
si lega a sequenze nucleotidiche di consen-
so ed interagisce con altre proteine leganti
il DNA, influenzando in tal modo la trascri-
zione dei geni target. In questo contesto, una
funzione inibitrice ¢ esercitata dalle proteine
Smad-6 e soprattutto Smad-7, che si com-
porta come un antagonista del recettore del
TGF-$ di tipo I. Il TGF- & uno dei princi-
pali fattori responsabili del rimodellamento
bronchiale, ed infatti elevate concentrazioni
della proteina Smad-2 fosforilata sono state
rilevate in biopsie bronchiali derivanti da pa-
zienti asmatici.

Sono stati sviluppati alcuni inibitori a basso
peso molecolare del recettore di tipo I del
TGF-P; tra questi, il composto SB-431542
¢ in grado di reprimere la traslocazione nu-
cleare TGF-f -dipendente di Smad-3 '°, cosi
come la trascrizione dei geni codificanti la fi-
bronectina ed altre proteine della matrice ex-
tracellulare. Pertanto, tale approccio farma-
cologico potrebbe rivelarsi molto utile nella
prevenzione del rimodellamento strutturale
delle vie aeree. Inoltre, una valida alternati-
va terapeutica potrebbe essere rappresentata
dal potenziamento dell’espressione e/o atti-
vazione della proteina regolatrice Smad-7.
Tuttavia, € necessario considerare che 1’at-
tivita biologica del TGF-$ non ¢ esclusiva-
mente mediata dalle proteine Smad, ma in
parte dipende anche dall’attivazione delle
MAPK.

Tirosin chinasi recettoriali

Sia le tirosin chinasi recettoriali che quelle
non recettoriali sono fondamentali per 1’at-
tivazione e la proliferazione delle cellule in-
fiammatorie e strutturali delle vie aeree. In
particolare, il recettore del fattore di crescita
EGF (EGFR) ¢ una tirosin chinasi recetto-
riale transmembrana che, in seguito all’at-
tivazione da parte del ligando, subisce una
dimerizzazione e la conseguente autofosfo-
rilazione a livello di specifici residui tirosi-
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nici, responsabile dell’innesco della cascata
di trasduzione del segnale. Tale processo
culmina nella stimolazione di altre chinasi,
quali ERK, PI-3K e PKC#, principalmente
implicate negli eventi proliferativi cellulari
(Fig. 4). L’espressione di EGFR ¢ incremen-
tata nelle vie aeree dei pazienti asmatici,
soprattutto a livello delle zone adiacenti ad
aree epiteliali danneggiate. L’ attivazione di
EGFR si associa ad ipersecrezione di muco
e fenomeni di rimodellamento strutturale
bronchiale 8. Gifitinib, un inibitore a basso
peso molecolare della tirosin chinasi recetto-
riale EGFR specificamente sviluppato per la
terapia del carcinoma polmonare, ¢ anche in
grado di sopprimere la produzione di muco.
Inoltre, I’antagonista di EGFR AG-1478,
instillato per via endotracheale in topi sen-
sibilizzati all’ovalbumina, pud inibire con
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modalita concentrazione-dipendente 1’infil-
trazione eosinofila e I’iperresponsivita delle
vie aeree, la secrezione di muco e la deposi-
zione di collagene. Attualmente sono anche
disponibili inibitori (PTK787/2K222584)
dell’attivita tirosin chinasica del recettore
del fattore di crescita VEGF-A, la cui espres-
sione & notevolmente aumentata nei tessuti
bronchiali dei soggetti asmatici.

Janus kinases

La famiglia delle tirosin chinasi non recet-
toriali Janus kinases (JAK) comprende vari
sottogruppi (JAK1, JAK2, JAK3 e TYK?2),
attivati dall’oligomerizzazione dei recetto-
ri transmembrana delle citochine. Le code
citoplasmatiche di questi ultimi si legano
specificamente alle varie isoforme JAK,
che fosforilano le proteine recettoriali in-

i
DMA synthesis

Figura 4. Meccanismi di trasduzione dei segnali attivati dai fattori di crescita. / fattori di cre-
scita interagiscono prevalentemente con recettori dotati di attivita tirosin-chinasica o con recettori
accoppiati alle proteine G. Alla stimolazione recettoriale consegue I’attivazione di numerose chinasi,
comprendenti la PI-3K; la PKC e la cascata Ras/Raf1/ERK1-2. Queste vie di trasduzione convergono
nel nucleo, dove attivano vari fattori trascrizionali e la ciclina D,, responsabili dell’induzione della
neosintesi di DNA e della proliferazione cellulare.
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ducendo cosi il reclutamento e 1’attivazio-
ne di uno dei sette membri della famiglia
di fattori trascrizionali STAT. Ad esem-
pio, la IL-4 e la IL-13, interagendo con i
loro rispettivi recettori, stimolano JAKI,
JAK3 e TYK2, determinando quindi la se-
lettiva attivazione di STAT-6''. Nel topo,
I’inibitore di JAK3 WHI-P97 ¢ in grado
di prevenire 1’eosinofilia delle vie aeree e
I’iperresponsivita bronchiale indotte dalla
stimolazione antigenica 3. CP-690560 & un
inibitore ancora piu selettivo di JAK3, che
si comporta come potente immunosoppres-
sore in modelli sperimentali di trapianto.
Poiché JAK3 svolge un ruolo cruciale nella
differenziazione IL-4-mediata dei linfociti
Th2, CP-690560 potrebbe essere utilmente
considerato per eventuali applicazioni tera-
peutiche nell’asma allergico; tuttavia, per
ottimizzare gli effetti bronchiali dovrebbe
essere perseguito I’impiego della via inala-
toria, anche al fine di evitare le possibili in-
terferenze negative dell’inibizione di JAK3
sulle risposte immunitarie sistemiche.

Syk e Lyn

La tirosin chinasi non recettoriale Syk ha
un ruolo fondamentale nella trasduzione del
segnale biologico generato dall’interazione
delle IgE con i recettori mastocitari FceRlI;
infatti, negli animali resi sperimentalmente
privi di Syk risulta soppressa la degranula-
zione dei mastociti. Inoltre, Syk & coinvolta
nelle risposte dei linfociti T e B alla stimola-
zione antigenica, ed anche nel prolungamen-
to della vitalita degli eosinofili conseguente
alle azioni della IL-5 e de]l GM-CSF. In mo-
delli di asma sperimentalmente indotto nel
ratto, la somministrazione per via aerosolica
di oligonucleotidi antisenso specifici per Syk
inibisce I’infiltrazione eosinofila bronchiale
e I’espressione leucocitaria di varie moleco-
le di adesione ®. Sempre nel ratto, I’impiego
per via orale dell’inibitore di Syk BAY61-
3606 sopprime il broncospasmo e I’edema
bronchiale indotti da inalazione di allergeni.

Un altro inibitore a basso peso molecolare
di Syk (R112), assunto per via nasale da pa-
zienti affetti da rinite allergica stagionale, si
¢ dimostrato capace di ridurre significativa-
mente i sintomi rinitici provocati dall’espo-
sizione agli antigeni pollinici 2.

Nel complesso network di vie di trasduzio-
ne del segnale attivate dal legame delle IgE
ai recettori FceRlI, il coinvolgimento di Syk
¢ preceduto dall’intervento di un’altra tirosin
chinasi denominata Lyn. Tale enzima ¢ pure
implicato nell’attivazione degli eosinofili e
nei meccanismi di segnalazione intracellulare
innescati dalla IL-5. Infatti, gli inibitori pep-
tidici di Lyn, come PP1, esplicano un’azione
anti-inflammatoria e deprimono le funzioni
mastocitarie. Tuttavia, poiché I’espressione di
Lyn e Syk ¢ ampiamente diffusa nell’ambi-
to del sistema immunitario, dovrebbe essere
considerata con estrema cautela 1’eventuale
utilizzazione prolungata dei relativi inibitori
di queste tirosin chinasi non recettoriali.

Fattori trascrizionali

Le proteine proinfiammatorie iperespresse
nel contesto del processo flogistico che ca-
ratterizza 1’asma, quali citochine, chemio-
chine, molecole di adesione, enzimi e recet-
tori rispettivamente responsabili della sintesi
e degli effetti biologici di vari mediatori,
sono codificate da geni regolati da diversi
fattori trascrizionali '. Questi ultimi esplica-
no le proprie funzioni nel nucleo della cel-
lula, interagendo con specifiche sequenze
nucleotidiche regolatrici del DNA genomico
(sequenze di consenso), ciascuna delle quali
viene selettivamente riconosciuta dal rispet-
tivo fattore (interazioni DNA-proteina). Dal
punto di vista funzionale, i fattori trascrizio-
nali possono essere suddivisi in tre gruppi:
1) fattori trascrizionali generali, responsabili
della trascrizione genica basale; 2) fattori
necessari per la trascrizione dei geni conti-
nuamente espressi (geni costitutivi); 3) fatto-
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ri coinvolti nella modulazione dei geni indu-
cibili, la cui trascrizione ¢ finemente regolata
in relazione ai diversi stadi dello sviluppo
e/o ai vari momenti dell’attivita cellulare.
La caratteristica comune ai membri di que-
st’ultimo gruppo ¢ quella di essere attivati da
vie di trasduzione del segnale che originano
dalla membrana cellulare o dal citoplasma
per poi convergere, spesso in seguito all’in-
tervento di varie chinasi intracellulari, nel
nucleo. Tali fattori agiscono quindi come
messaggeri nucleari, in quanto hanno la pro-
prieta di convertire stimoli di breve durata
provenienti dall’ambiente extracellulare in
modificazioni relativamente protratte della
trascrizione genica .

Il controllo dell’attivita dei geni inducibili
dipende da particolari sequenze nucleoti-
diche di consenso (cis-regolazione) che, in
seguito all’interazione con specifici fattori
trascrizionali (frans-regolazione), fungono
da elementi stimolatori (attivatori o enhan-
cers) o inibitori (repressori o silencers).
Infatti, il legame dei vari fattori agli enhan-
cers o ai silencers dei geni target ¢ rispet-
tivamente responsabile dell’accelerazione o
del rallentamento della trascrizione basale.
L’organizzazione strutturale dei fattori tra-
scrizionali riflette queste loro prerogative
funzionali; pertanto, essi sono costituiti da
dominii responsabili del legame alle rispet-
tive sequenze nucleotidiche di consenso e
dominii direttamente implicati nella rego-
lazione della trascrizione genica. I rapporti
tra i vari fattori trascrizionali a volte sono
mediati da “co-modulatori” (coattivatori o
corepressori), cio¢ proteine che fungono da
ponti di congiunzione consentendo cosi ad
uno o pit fattori di interagire con il comples-
so apparato molecolare della trascrizione.
La trascrizione genica, oltre che attraverso
un diretto legame dei fattori trascrizionali al
DNA genomico, pud anche essere modulata
indirettamente, mediante interazioni protei-
na-proteina tra i diversi fattori. Globalmente,
il ritmo di trascrizione di un gene inducibile,

e quindi la velocita di sintesi del corrispon-
dente RNA messaggero (mRNA), dipende
dallo specifico contesto determinato dai di-
versi fattori nucleari attivati che di volta in
volta interagiscono tra loro e/o con il DNA
genomico. Pertanto, nonostante per sempli-
citd di comprensione e di esposizione abi-
tualmente si tenda a rappresentare situazioni
caratterizzate dall’attivazione di un singolo
fattore trascrizionale operante su una unica
sequenza nucleotidica di consenso, la real-
ta biologica risulta invece estremamente pitl
complessa. Infatti, € necessario considerare
che: a) le cellule sono contemporaneamente
esposte a piu stimoli, i quali attivano varie
vie di trasduzione del segnale; b) esiste una
complessa rete di comunicazioni (cross-talk)
tra questi sistemi di trasduzione; c) I’azione
di un singolo fattore trascrizionale & stretta-
mente dipendente dal contesto generale in
cui esso si inserisce in un determinato mo-
mento dell’attivita cellulare.

I principali fattori trascrizionali implicati
nella patogenesi dell’asma e nei meccani-
smi d’azione dei farmaci antiasmatici sono
i seguenti: nuclear factor-kB (NF-kB), ac-
tivator protein-1 (AP-1), nuclear factor of
activated T-cells (NF-AT), STAT, GATA-3,
CAAT/enhancer binding proteins (C/EBP) e
glucocorticoid receptor (GR).

Nuclear factor-kB

Nuclear factor-kB (NF-kB), cosi denominato
perché originariamente identificato nei lin-
fociti B di topo come fattore di regolazione
dell’espressione della catena leggera k delle
immunoglobuline, & presente nella maggior
parte delle cellule e svolge un ruolo centrale
nelle risposte immunitarie ed inflammatorie.
In particolare, NF-kB stimola la trascrizione
di numerosi geni inducibili codificanti pro-
teine di rilevante importanza nell’ambito del
processo flogistico caratterizzante 1’asma,
quali citochine proinfiammatorie e fattori
di crescita (TNF-a, IL-1f, IL-4, IL-5, GM-
CSF), chemiochine (IL-8, RANTES, eotassi-
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Figura 5. Fattori trascrizionali NF-kB ed AP-1. / fattori frascrizionali NF-kB ed AP-1 vengono attivati
nel citoplasma da stimoli extracellulari, quali le citochine proinfiammatorie TNF-z ed IL-18, che esplica-
no i loro effetti biologici attraverso vie di trasduzione dei segnali mediate da varie chinasi intracellulari.
Lattivazione di NF-kB é operata dalla chinasi IKK2, che fosforila 'inibitore di NF-kB (IkBz) inducendone
cosi la coniugazione con ubiquitina e la conseguente degradazione proteolitica. Cio consente I'attiva-
zione e la traslocazione nucleare di NF-kB, che tramite la sua subunita p65 puo quindi interagire con
specifiche sequenze nucleotidiche di consenso, stimolando cosi la trascrizione dei geni target codifi-
canti proteine proinfiammatorie. L'espressione di queste ultime dipende anche dall’attivazione di AP-1,
conseguente alla fosforilazione della sua componente c-jun, catalizzata dalla MAP chinasi JNK.

na, MCP-3, MIP-1¢) e molecole di adesione
(ICAM-1, VCAM-1, E-selectina) coinvolte
nel reclutamento delle cellule infiammatorie,
nonché enzimi responsabili della sintesi di
vari mediatori iNOS, COX-2, cPLA)).

NF-kB ¢ costituito da due subunita protei-

che, il cui peso molecolare € rispettivamente
di 65 kDa (p65) e 50 kDa (p50) !. Nella sua
forma inattiva, questo fattore trascrizionale
risiede nel citoplasma legato alla proteina
inibitrice IkB (Fig. 5), che maschera le se-
quenze aminoacidiche di NF-kB responsabi-
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li del passaggio attraverso la membrana nu-
cleare (segnali di localizzazione nucleare).
La fosforilazione di IkB ad opera della IkB
chinasi-2 (IKK2) comporta la dissociazione
da NF-kB, con la conseguente attivazione
e migrazione di quest’ultimo nel nucleo 4,
dove interagisce con una specifica sequenza
nucleotidica di consenso (GGGACTTTCC)
localizzata nella regione regolatrice (promo-
ter) dei geni target. Una volta dissociato, IkB
viene rapidamente distrutto per degradazio-
ne proteolitica. Il legame di NF-kB al DNA
¢ strettamente associato all’acetilazione de-
gli istoni, che contribuisce notevolmente a
rendere trascrizionalmente attiva la croma-
tina nucleare. Al contrario, 1 corticosteroidi
inibiscono ’accesso di NF-kB al DNA in
quanto inattivano le istone acetil-transferasi
(HAT), ma soprattutto reclutano ed attivano
le istone deacetilasi (HDAC), che reprimono
la trascrizione genica mediante I’induzione
del superavvolgimento e della conseguente
condensazione nucleosomica del DNA .

Stimoli di varia natura implicati nella pato-
genesi dell’asma, quali citochine proinfiam-
matorie, radicali ossidanti generati da cellu-
le inflammatorie come gli eosinofili, e vari
tipi di virus (virus influenzali, rhinovirus e
adenovirus), sono in grado di attivare NF-
kB °. In realta, alcune delle stesse citochine
regolate da NF-kB (TNF-¢, IL-1p, etc.) pos-
sono indurre 1’espressione e 1’attivazione di
questo fattore, innescando cosi un circuito di
automantenimento della risposta flogistica
che contribuisce alla persistenza ed all’am-
plificazione del processo infiammatorio as-
sociato all’asma. Infatti, nelle vie aeree dei
pazienti asmatici 1’espressione della forma
attiva di NF-kB ¢ significativamente aumen-
tata a livello dell’epitelio e delle cellule im-
muno-flogistiche, soprattutto della linea ma-
crofagica. NF-kB, pertanto, e soprattutto la
chinasi IKK2 responsabile della sua attiva-
zione, rappresentano interessanti target tera-
peutici. In topi sensibilizzati all’ovalbumina,
I’instillazione endotracheale di oligodeos-

sinucleotidi che riproducono la sequenza
di consenso dove si lega NF-kB, bloccando
cosi I'interazione naturale del fattore trascri-
zionale con il DNA genomico, attenua la flo-
gosi allergica, ’iperresponsivita bronchiale,
la secrezione di muco e la produzione di eo-
tassina e di IL-5 e -13. Recentemente sono
stati sviluppati vari inibitori a basso peso
molecolare di IKK2, in grado di sopprimere
il rilascio di numerose citochine e chemio-
chine. Tuttavia, in relazione all’importanza
di NF-kB nelle risposte immunitarie, I’inibi-
zione di questo fattore trascrizionale potreb-
be esporre al rischio di gravi infezioni; cio
¢ stato confermato in modelli sperimentali
murini, nei quali la delezione dei geni codifi-
canti NF-kB ha determinato fatali setticemie.
Per la terapia dell’asma, gli inibitori di IKK?2
potrebbero quindi essere eventualmente uti-
lizzati soltanto per via inalatoria.

Activator protein-1

Activator protein-1 (AP-1) & una proteina
nucleare eterodimerica, costituita dall’as-
sociazione dei prodotti dei proto-oncogeni
c-fos e c-jun, che interagisce con specifi-
che sequenze nucleotidiche di consenso
(TGAC/GTCA) presenti in numerosi geni.
L’attivazione di AP-1 dipende dal sotto-
gruppo JNK delle MAPK, che fosforila la
proteina Jun. Un’aumentata espressione di
c-fos ¢ stata evidenziata nell’epitelio delle
vie aeree di pazienti asmatici 1, ed & noto
che molti dei geni controllati da NF-kB
sono anche regolati da AP-1 (Fig. 5). Per-
tanto, &€ molto verosimile che 1’induzione
dello specifico pattern di geni inflamma-
tori iperespressi nell’asma dipenda dalla
simultanea attivazione di questi due fattori
trascrizionali, che agirebbero quindi coope-
rativamente.

Nuclear factor of activated T-cells

Presente soprattutto nei linfociti T, nuclear
factor of activated T-cells (NF-AT) ¢ attiva-
to per defosforilazione dalla fosfatasi Ca**-
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dipendente calcineurina, che ne induce il
trasporto dal citoplasma al nucleo !¢, dove
stimola la trascrizione dei geni codificanti
le IL-2, 4 e 5. In particolare, 1’espressio-
ne della IL-2 & stimolata da un complesso
trascrizionale formato da NF-AT ed AP-1.
Anche nella regolazione del gene della IL-4
NF-AT coopera con altri fattori trascrizio-
nali quali AP-1, il prodotto del proto-on-
cogene c-maf, GATA-3 ed altri. Multifat-
toriale & pure 1’attivazione del gene della
IL-5, che dipende da complesse interazioni
tra NF-AT, NF-xB, AP-1 ed altre proteine
nucleari.

L attivita di NF-AT ¢ repressa dagli inibito-
ri della calcineurina, come la ciclosporina
A ed il tacrolimo, che nell’asma possono

esplicare effetti anti-inflammatori. Tutta-
via, nei pazienti asmatici I’impiego della
ciclosporina ¢ notevolmente limitato dalla
sua nefrotossicita. La rapamicina (sirolimo)
¢ caratterizzata da un’azione simile a quella
degli inibitori della calcineurina e non ¢ ne-
frotossica, ma puo indurre iperlipidemia.

Signal transducers and activators of tran-
scription

Come ¢ gia stato menzionato, le chinasi
JAK promuovono la fosforilazione ed attiva-
zione dei vari membri della famiglia signal
transducers and activators of transcription
(STAT), inducendone la dimerizzazione e
la migrazione dal citoplasma nel nucleo "7,
dove essi regolano la trascrizione di specifici
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Figura 6. Fattori trascrizionali implicati nelle risposte Th-linfocitarie. La sintesi delle citochine
Th2 é stimolata dai fattori trascrizionali STAT-6, GATA-3 e c-maf, attivati dalla IL-4. Il “pattern” se-
cretorio di tipo Th1 é invece attivato dai fattori trascrizionali STAT4 e T-bet, stimolati dalla IL-12 e

responsabili della produzione di IFN-y.
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geni target legandosi a sequenze nucleotidi-
che di consenso localizzate nel promoter. Il
sistema JAK/STAT ¢ costituito da varie dira-
mazioni, ciascuna delle quali ¢ selettivamen-
te attivata da alcune citochine piuttosto che
da altre (Fig. 6). Ad esempio, 1’attivazione
nei linfociti Th2 del gene della IL-4, indot-
ta da questa stessa citochina, ¢ dipendente
dalla stimolazione JAKI e JAK3-mediata
del fattore STAT-6. Infatti, inattivando spe-
rimentalmente il gene codificante STAT-6,
¢ possibile ottenere in topi sensibilizzati un
marcato decremento della produzione aller-
gene-dipendente di IgE, nonché una signi-
ficativa riduzione della risposta citochinica
di tipo Th2 e dell’iperresponsivita delle vie
aeree. Tuttavia, attualmente si sta rivelando
ancora difficile lo sviluppo di inibitori a bas-
so peso molecolare di STAT-6.

La IL-12, invece, stimola con modalita
JAK?2/STAT4-dipendente la trascrizione del
gene dell’interferon-y (IFN-vy), una citochina
fondamentale per I’induzione ed il manteni-
mento del fenotipo Thl (Fig. 6). Pertanto, il
“knockout” del gene codificante STAT4 abo-
lisce la risposta alla IL-12 ed orienta il feno-
tipo linfocitario verso un pattern alternativo
di tipo Th2. La IL-5, infine, sembra in grado
di attivare vari membri della famiglia STAT,
quali STAT1, STAT3 e STATS. A tal pro-
posito, nell’epitelio bronchiale di pazienti
asmatici ¢ stata documentata, rispetto ai sog-
getti di controllo, una maggiore attivazione
di STAT1 correlata ad una aumentata espres-
sione delle proteine codificate dai geni target
di questo fattore trascrizionale, compresa la
molecola di adesione ICAM-1 8.

GATA-3

Questo fattore trascrizionale svolge un ruolo
fondamentale nella differenziazione dei lin-
fociti Th2 e nella loro attivita secretiva (Fig.
6). Bloccando la sintesi di GATA-3 median-
te specifici oligonucleotidi anti-senso, si puo
prevenire nel topo la risposta immunitaria
Th2-mediata e la conseguente inflammazione

eosinofila; attualmente non ¢ perd disponibi-
le alcun antagonista di GATA-3 7. Pertanto,
un approccio terapeutico alternativo potreb-
be essere rappresentato dal potenziamento
dell’espressione e/o funzione del fattore tra-
scrizionale T-bet, deficitario nell’asma, ca-
ratterizzato da un’attivita biologica opposta
a quella di GATA-3; T-bet infatti induce la
produzione di IFN-y e la conseguente diffe-
renziazione dei linfociti Th1 (Fig. 6).

CAAT/enhancer binding proteins

La famiglia delle proteine CAAT/enhancer
binding proteins (C/EBP) & costituita da
alcuni fattori trascrizionali che si legano in
forma dimerica ad una specifica sequenza
nucleotidica di consenso (ATTGCGCAAT),
comprendente la cosiddetta “CAAT-box”,
presente nella regione regolatrice di nume-
rosi geni. In particolare, I’isoforma C/EBPa
¢ implicata nella modulazione della flogosi e
della proliferazione cellulare. A tal riguardo,
C/EBP« ¢ in grado di influenzare negativa-
mente 1’espressione NF-kB-dipendente dei
geni proinfiammatori. Inoltre, C/EBP« repri-
me la proliferazione delle cellule muscolari
lisce delle vie aeree attraverso 1’induzione
dell’inibitore del ciclo cellulare p21watteirt,
Nella muscolatura liscia bronchiale norma-
le, i corticosteroidi e gli agonisti {8 -adrener-
gici concorrono sinergicamente ad attivare
il gene codificante p21*¥<P! Recenti evi-
denze indicano che nei pazienti asmatici i
miociti delle vie aeree possano essere privi
della proteina C/EBPq, risultando pertan-
to refrattari all’azione antiproliferativa dei
cortisonici . Tl deficit di questo fattore tra-
scrizionale sarebbe conseguente ad altera-
zioni della traduzione del relativo mRNA,
piuttosto che ad una diminuita trascrizione
del gene della C/EBP«. Ripristinando speri-
mentalmente ’espressione di C/EBPe, an-
che in cellule muscolari lisce provenienti da
pazienti asmatici ¢ possibile rilevare in vitro
la risposta inibitrice ai glucocorticoidi. Cio
suggerisce che C/EBP« possa rappresentare
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un ulteriore target per le future prospettive di
terapia dell’asma.

Glucocorticoid receptors

I Glucocorticoid receptors (GR) sono mem-
bri di una vasta famiglia di proteine nuclea-
ri, comprendente i recettori di vari steroidi,
degli ormoni tiroidei e di alcune vitamine
(A e D), i quali in seguito all’attivazione
ad opera dei rispettivi ligandi si comporta-
no da fattori trascrizionali capaci di modu-
lare I’espressione di diversi geni target. Il
legame dei glucocorticoidi ai GR induce la
loro dissociazione da alcune proteine rego-
latrici, appartenenti alla famiglia delle heat
shock proteins (hsp90, hsp70 ed altre), e la
migrazione dal citoplasma nel nucleo, dove
essi interagiscono in forma dimerica con
specifiche sequenze nucleotidiche (GGTA-
CAGGATGTTCT) del DNA genomico de-
nominate GRE (glucocorticoid response
elements). Tuttavia, I’azione anti-asmatica
dei corticosteroidi € soltanto in minima par-
te dovuta alla diretta induzione della trascri-
zione di geni anti-infiammatori, come quelli
codificanti la lipocortina-1 e 1’inibitore di
NF-kB (IkBa), mentre in larga misura con-
segue alla repressione trascrizionale dei geni
proinflammatori dovuta a meccanismi indi-
retti, indipendenti dal legame dei GR ai GRE
e prevalentemente mediati dal reclutamento
e dall’attivazione degli enzimi HDAC .

Antagonisti recettoriali

Nell’ambito delle nuove prospettive terapeu-
tiche relative al trattamento dell’asma, 1’an-
tagonismo dei recettori di membrana delle
citochine e chemiochine proinfiammatorie
puod rappresentare una strategia alternativa o
complementare a quella finalizzata all’inibi-
zione delle vie intracellulari di trasduzione
del segnale e/o dei fattori trascrizionali nu-
cleari. Ovviamente, le probabilita di successo
di questo approccio sono strettamente dipen-
denti dall’importanza e dall’unicita dei mec-

canismi molecolari attivati dalla stimolazione
del recettore antagonizzato. A tal riguardo, i
risultati sperimentali pill promettenti si riferi-
scono all’impiego degli inibitori dei recettori
delle IL-4 e -13, ed all’utilizzo di alcuni anta-
gonisti recettoriali delle chemiochine.

Antagonisti dei recettori della IL-4 e della
IL-13

Da qualche anno ¢ stato intrapreso lo svilup-
po di anticorpi monoclonali diretti contro la
catena o del recettore della IL-4 (IL-4Ra);
il vantaggio di questo approccio deriva dalla
possibilita di inibire gli effetti biologici di
entrambe le interleuchine 4 e 13, che con-
dividono la proprieta di legarsi alla stessa
subunita recettoriale «. E stato inoltre pro-
dotto un doppio mutante della IL-4 (BAY-
16-9996), ottenuto mediante sostituzione
dell’arginina 121 e della tirosina 124 con
due residui di acido aspartico, che funge da
antagonista recettoriale competitivo della
IL-4 e della IL-13. Tuttavia, sebbene i pri-
mi trials effettuati documentino una buona
tollerabilita e sicurezza del composto, il suo
impiego clinico ¢ limitato dalla breve emi-
vita e dalla indisponibilita di formulazioni
non iniettabili. Particolari varianti solubili
dei recettori delle IL-4 e -13 possono inibire
Pattivita di queste citochine. Il farmaco al-
trakincept non ¢ un vero e proprio antagoni-
sta recettoriale, in quanto ¢ stato realizzato
clonando la porzione extracellulare della
forma umana di IL-4Ra . Altrakincept si
lega comunque alla IL-4 impedendo cosi
la sua interazione con il recettore di mem-
brana, responsabile delle azioni biologiche
della citochina. Purtroppo, gli effetti anti-
stati confermati dai successivi trials clinici;
cio ¢ verosimilmente dovuto alla rapida de-
gradazione proteolitica del composto nelle
vie aeree, che quindi compromette la capa-
cita di inibire completamente 1’attivita della
IL-4. La catena «2 del recettore della IL-13
(IL-13R«2) ha un’elevata affinita per questa
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citochina di cui inibisce gli effetti riducendo,
in modelli sperimentali murini, la sintesi di
IgE, I’eosinofilia polmonare e 1’iperrespon-
sivita bronchiale.

Inibitori dei recettori delle chemiochine
Le chemiochine sono mediatori proteici di pic-
cole dimensioni molecolari, che inducono la
chemiotassi delle cellule infiammatorie in se-
guito alla stimolazione di recettori di membra-
na accoppiati alle proteine G. Uno dei recet-
tori delle chemiochine maggiormente espressi
nelle vie aeree dei pazienti asmatici ¢ CCR3,
presente sulla superficie di eosinofili, mastociti
e linfociti Th2, ed attivato da eotassina, RAN-
TES ed MCP4 2. Diversi antagonisti di CCR3
a basso peso molecolare, quali UCB35625,
SB-297006 e SB-328437, inibiscono efficace-
mente il reclutamento polmonare degli eosino-
fili in modelli sperimentali di asma allergico.
L attivita del recettore CXCR4, selettivamente
espresso dalle cellule Th2, ¢ invece antagoniz-
zata dal composto AMD3100, che nel topo ¢ in
grado di ridurre I’eosinofilia polmonare e I’as-
sociata iperresponsivita delle vie aeree indotte
dal “challenge” allergenico.

Conclusioni

Le recenti acquisizioni sulla natura e sul
funzionamento sia dei recettori di citochine
e chemiochine, sia dei sistemi intracellulari
di trasduzione dei segnali e dei fattori tra-
scrizionali, stanno consentendo di compiere
notevoli progressi nella comprensione degli
eventi molecolari implicati nella patogene-
si dell’asma e nei meccanismi d’azione dei
farmaci antiasmatici. Inoltre, queste cono-
scenze stanno aprendo interessanti prospet-
tive per quanto riguarda lo sviluppo di nuove
strategie terapeutiche, finalizzate ad interfe-
rire sull’attivazione dei suddetti fenomeni
biologici. In particolare, la disponibilita di
composti somministrabili per via inalato-
ria dovrebbe permettere di intervenire con
modalita tessuto-specifiche a livello delle

vie aeree, senza compromettere la dinamica
delle risposte immuno-flogistiche sistemiche
dell’organismo.
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Introduzione

La flogosi delle vie aeree rappresenta il sub-

strato patogenetico di numerose malattie re-

spiratorie quali I’asma bronchiale e la bron-

copneumopatia cronica ostruttiva (BPCO).

Il reclutamento dei leucociti dal sangue nei

tessuti rappresenta uno degli eventi piu pre-

coci nello sviluppo del processo inflamma-

torio e coinvolge, schematicamente, quattro

stadi successivi:

* collisione e rotolamento (rolling) del leu-
cocita sull’endotelio;

* attivazione delle molecole di adesione leu-
cocitarie (integrine);

* adesione stabile e ferma del leucocita ai
rispettivi ligandi sull’endotelio;

* migrazione trans-endoteliale.

Nel processo di reclutamento cellulare, le

molecole di adesione, espresse sia dall’en-

dotelio che dai leucociti, giocano un ruolo

patogenetico cardine. Pertanto, esse possono

rappresentare un importante target nella te-

rapia dell’asma e della BPCO.

Molecole di adesione

Le molecole di adesione appartengono ad
una superfamiglia di proteine di membrana,
suddivise in quattro sottoclassi in base alle
loro caratteristiche strutturali: selectine, in-
tegrine, immunoglobuline e carboidrati '.

Esse mediano 1’interazione leucocita/endote-
lio tramite il riconoscimento specifico tra la
molecola di adesione ed il proprio recettore.

Selectine

La famiglia delle selectine ¢ rappresentata
da tre proteine denominate, in base alla loro
iniziale localizzazione cellulare, E-selecti-
na (endoteliale), P-selectina (piastrinica),
L-selectina (leucocitaria). Esse presentano
una comune struttura molecolare caratteriz-
zata da: un dominio amino- terminale tipo
C-lectina, un dominio tipo fattore di crescita
epiteliale (EGF), una serie di domini simili
alle proteine che legano il complemento, un
dominio trans-membranario ed una breve se-
quenza citoplasmatica.

Le selectine possono essere espresse sia
costitutivamente che indotte da vari stimo-
li. Esse sono implicate nelle fasi iniziali del
processo di reclutamento cellulare median-
do il rolling delle cellule leucocitarie lungo
I’endotelio vascolare .

P-selectina (CD62) ¢ una glicoproteina pre-
formata, immagazzinata nei granuli alfa del-
le piastrine e nei corpuscoli di Weibel-Palade
delle cellule endoteliali. In risposta a stimo-
li attivanti quali istamina, trombina, PAF e
fattori del complemento, & rapidamente tra-
sportata sulla superficie delle cellule endote-
liali ove raggiunge il picco di espressione in
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5-10 minuti. Essa promuove il rapido inizio
dell’adesione dell’endotelio alle cellule leu-
cocitarie e piastriniche.

E-selectina (ELAM-1) ¢ espressa solo dalle
cellule endoteliali attivate. E indotta da sti-
moli infiammatori come TNF-e, IL-1 e lipo-
polisaccaride, raggiunge il picco di massima
espressione dopo 4-6 ore dalla stimolazione,
declinando in circa 24-48 ore. E riconosciuta
essenzialmente dai polimorfonucleati, mo-
nociti e linfociti T della memoria.
L-selectina (LECAM-1) ¢ espressa costitu-
tivamente sulla superficie dei leucociti e me-
dia le fasi iniziali dell’adesione dei granulo-
citi all’endotelio. In seguito all’adesione dei
leucociti all’endotelio o all’attivazione cel-
lulare, L-selectina si distacca dalla superficie
dei leucociti 2

I ligandi delle E- e P-selectine sono i de-
terminanti antigenici tipo sialil- Lewis* o
sialil- Lewis* presenti sulle glicoproteine
espresse dalla superficie cellulare dei leuco-
citi. Pil recentemente sono stati identificati
altri ligandi quali PSGL-1 (P-selectin glyco-
protein ligand-1), in grado di legare E-, P- e
L-selectine, ed ESL-1 (E-selectin ligand-1),
individuato sulla superficie cellulare dei leu-
cociti murini, specifico per le E-selectine *S.
I ligandi delle L-selectine sono le molecole
CD34 e MAACAM-1 (mucosal adressin cell
adhesion molecole-1)7 3.

Antagonisti delle selectine

Le molecole di adesione del gruppo delle se-
lectine mediano la fase iniziale del processo
di reclutamento cellulare, il rolling, in cui i
leucociti circolanti si legano reversibilmente
all’endotelio e “rotolano” lungo la parete del
vaso ematico. Pertanto, 1’inibizione di spe-
cifiche selectine puo svolgere un ruolo im-
portante nel controllo del processo flogistico
delle vie aeree nell’asma e nella BPCO.

Asma bronchiale
Modelli animali
Nelle scimmie, la somministrazione di un

anticorpo monoclonale anti E-selectine ha
inibito, in maniera significativa, la fase tardi-
va della risposta infiammatoria allergica ed
ha ridotto il numero di granulociti neutrofili
nel lavaggio broncoalveolare (BAL) °.

In un modello di asma allergico ovino il pre-
trattamento con anticorpi monoclonali anti
L-selectine ha inibito la fase precoce e tardi-
va della risposta inflammatoria e lo sviluppo
dell’iperreattivita delle vie aeree '°.

In modelli murini geneticamente carenti in
P-selectine ¢ stata dimostrata una riduzione
della condizione di iperreattivita specifica
delle vie aeree .

Bimosiamose (TBC1269), una molecola
prodotta dalla Revotar Biopharmaceuti-
cals AG, presenta una struttura simil-sialyl
Lewis* ed ¢ un’antagonista delle selectine.
Essa ¢ in grado di inibire in vitro in modo
aspecifico tutte le selectine. Il composto si
¢ dimostrato efficace in differenti modelli
animali di asma allergico ove il pretratta-
mento con bimosiamose per via aerosolica
o endovenosa ha determinato una riduzione
della risposta infiammatoria precoce, proba-
bilmente inibendo il rilascio di istamina dal-
le mast-cellule, ed una inibizione della fase
tardiva e dell’iperreattivita bronchiale ridu-
cendo il reclutamento dei neutrofili ''.

Trials clinici

Nonostante la sintesi di numerose classi di
inibitori delle selectine, 1’unica molecola
entrata in trials clinici per il trattamento del-
I’asma ¢ Bimosiamose.

In un trial clinico di fase II, la somministra-
zione per via endovenosa di una dose unica
di 30 mg/kg del farmaco in soggetti asmatici
sottoposti a challenge allergenico ha deter-
minato una riduzione significativa del nume-
ro degli eosinofili reclutati nelle vie aeree '
Recentemente, in uno studio randomizzato,
doppio-cieco, placebo-controllato condotto
in pazienti affetti da asma bronchiale di gra-
do lieve la somministrazione per via aereo-
solica di bimosiamose ha determinato un’at-
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tenuazione della risposta asmatica tardiva
indotta dal challenge allergenico .

Broncopneumopatia cronica ostruttiva
Nella broncopneumopatia cronica ostruttiva
(BPCO) i neutrofili svolgono un ruolo pato-
genetico cruciale e le molecole di adesione
della classe delle selectine sono coinvolte nel
reclutamento di queste cellule nel polmone.
Studi in vitro hanno dimostrato che gli inibi-
tori di tali molecole di adesione sono efficaci
nel prevenire tale fenomeno ed un’aumen-
tata espressione del ligando PSGL-1 ¢ stata
dimostrata sui leucociti prelevati dal sangue
periferico di pazienti affetti da BPCO.

E, pertanto, auspicabile che nuovi protocolli
clinici siano prodotti al fine di valutare 1’ef-
ficacia di molecole quali bimosiamose nel
controllo e nella progressione del processo
inflammatorio nella BPCO.

Conseguenze dell’inibizione delle selectine
L’immunosoppressione & uno dei potenziali
effetti collaterali indotti dall’inibizione delle
selectine.

In una rara sindrome conosciuta come LAD
IT (leukocyte adhesion deficiency type II),
caratterizzata da un difetto del metabolismo
del fucosio che esita in una ridotta sintesi di
ligandi per le selectine, i pazienti presentano
infezioni opportunistiche frequenti '.
Analoghe conseguenze sono state dimostra-
te in modelli murini nei quali ¢ stata indotta
una delezione dei geni delle selectine 5.

Integrine

Le integrine sono una famiglia di eterodi-
meri costituiti dall’associazione di catene «
(pesanti) e p (leggere) legate non covalente-
mente espressi sulla superficie cellulare dei
leucociti.

Le integrine sono suddivise in sottofamiglie
ognuna delle quali ha una comune subunita
B che si associa con differenti catene «. Sono
state individuate circa 30 integrine, ma solo

alcuni membri della sottofamiglia delle in-
tegrine f, e (3, intervengono nei fenomeni di
reclutamento cellulare '¢.

g, integrine

Le integrine della sottofamiglia §,, denomi-
nata anche VLA (very late antigen), sono
coinvolte, principalmente, nell’adesione dei
leucociti ai componenti della matrice extra-
cellulare (collagene, laminina, fibronectina,
etc.). Solo alcuni membri di questa famiglia
sono implicati nei fenomeni di reclutamen-
to cellulare come I’integrina a431 (VLA-4),
espressa sulla superficie cellulare dei linfoci-
ti, eosinofili, monociti, basofili € mast-cellu-
le ma non dei neutrofili. Lespressione diffe-
renziale della molecola di adesione da parte
degli eosinofili e neutrofili potrebbe essere
implicata nella patogenesi del reclutamento
selettivo degli eosinofili nelle vie aeree di
asmatici. Tuttavia, nei ratti questa molecola
di adesione ¢ stata identificata sui neutrofili
nei siti infiammatori 7. VLA-4 rappresenta
il principale ligando di VCAM-1 (vascular
cell adhesion molecole-1) espresso sulle cel-
lule endoteliali attivate. Anche altre integri-
ne sono in grado di interagire con VCAM-
lcome 4P7, espressa dai linfociti T e B e
dagli eosinofili, «9B1, espressa dai neutrofili
circolanti ed «df2 espressa prevalentemen-
te dagli eosinofili '* '°. a4B7 inoltre lega la
molecola di adesione MAACAM-1 ed ¢ im-
plicata nel “homing” dei linfociti nel tessuto
linfoide *°.

2 integrine

Alla sottofamiglia delle 82 integrine, cono-
sciuta anche come Leukocyte cell adhesion
molecules (LEU-CAMs), appartengono le
molecole aLB2 (LFA-1; CDI11a/CD18),
aMB2 (Mac-1; CDI11b/CD18) e aXp2
(CD11¢/CD18). LFA-1 ¢ espressa sulla su-
perficie di tutte le sottopopolazioni leuco-
citarie. Mac-1 ¢ espressa prevalentemente
sulle cellule della linea mieloide. Entrambe
legano le immunoglobuline ICAM-1 (Inter-
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cellular adhesion molecole-1) ed ICAM-2 e
sono responsabili dell’adesione e della mi-
grazione delle cellule infiammatorie *'.

Le interazioni tra VLA-4, 47 e «df2 con
VCAM-1 e quelle tra LFA-1 ed ICAM-1
sembrano suggerire la compartecipazione di
tali molecole alla fase iniziale del processo
di reclutamento cellulare (rolling), che si ve-
rifica quando vi ¢ ancora un flusso ematico
fisiologico ed i recettori sono in una condi-
zione di bassa affinita recettoriale. La suc-
cessiva stimolazione da parte delle chemo-
chine determina la transizione dei recettori
verso uno stato di alta affinita. In particolare
I’attivazione leucocitaria determina una mo-
dificazione conformazionale della molecola
LFA-1 con conseguente aumento dell’avidi-
ta di legame per ICAM-1. E durante questa
fase che si verifica I’adesione stabile dei leu-
cociti all’endotelio 2 %,

Antagonisti dell’integrina very
late antigen-4

Asma bronchiale

Modelli animali

L’integrina very late antigen-4 (VLA-4) ¢
stata il target farmacologico di numerosi stu-
di condotti in modelli animali di asma .
Anticorpi monoclonali diretti contro la cate-
na a4 delle integrine sono stati somministrati
in ratti, conigli, pecore, topi e maiali. Questi
hanno determinato ’inibizione del recluta-
mento degli eosinofili nelle vie aeree e della
condizione di iperresponsivita indotta dalla
stimolazione con allergene .

Nelle pecore, la somministrazione di Bio-
1211, una piccola molecola antagonista di
VLA-4, ha determinato una riduzione del
numero di cellule infiammatorie nel BAL e
nelle biopsie bronchiali, 1’inibizione delle ri-
sposte precoci e la abolizione delle risposte
tardive e della iperresponsivita delle vie ae-
ree. Questi risultati hanno suggerito che gli

antagonisti di VLA-4 possono essere utiliz-
zati non solo a scopo profilattico, ma anche
terapeutico nell’asma .

Gli studi successivi hanno valutato gli effetti
degli antagonisti di VLA-4 in relazione alla
loro via di somministrazione. In un modello
murino ¢ stato osservato che la somministra-
zione per via endovenosa elimina 1’eosino-
filia ma non ha effetto sulla iperesponsivita
delle vie aeree, mentre la somministrazione
endonasale blocca sia I’infiammazione che
la iperesponsivita.

Trials clinici

La validita di VLA-4 come target terapeu-
tico nell’'uomo ¢ stata confermata in un re-
cente studio clinico in cui natalizumab, un
anticorpo monoclonale anti-integrina a4, ¢
stato utilizzato nella terapia della sclerosi
multipla e del morbo di Crohn #’%; il suo im-
piego nelle patologie respiratorie non ¢ stato
ancora valutato.

Contemporaneamente allo sviluppo di nata-
lizumab, diverse compagnie farmaceutiche
hanno intrapreso sperimentazioni cliniche
con diversi antagonisti di VLA-4.

La Merck/Biogen collaboration ha condotto
il primo trial clinico nell’asma con una pic-
cola molecola antagonista di VLA-4, Bio-
1211, ma lo studio & stato interrotto in fase II
per mancanza di efficacia del farmaco.

La molecola 1031 (Aventis), analoga della
precedente, ¢ stata inserita in uno studio di
fase II per il trattamento dell’asma. E stata
somministrata per via inalatoria, ma non
sono ancora noti i risultati dello studio.
Notevole interesse ha suscitato il composto
IVL-745, che ¢ stato testato in uno studio ran-
domizzato placebo-controllato in 16 pazien-
ti affetti da asma di grado lieve e moderato
sottoposti a challenge allergenico. Il farmaco
non ha determinato differenze significative
nell’entita delle risposte di fase precoce e tar-
diva indotte dal challenge allergenico, ma ha
ridotto, in maniera significativa, il numero di
eosinofili nell’espettorato indotto *.
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La Roche sta conducendo uno studio di fase
I con una molecola, R-411, antagonista
a4p1-2437, somministrata per via orale *'.
La GlaxoSmithKline (GSK) sta testando la
molecola GW-559090, somministrata per
via inalatoria in trial clinici su rinite aller-
gica e asma. Alla dose utilizzata (3 mg in
unica somministrazione) 1’antagonista non
sembra attenuare le risposte precoci e tardi-
ve delle vie aeree indotte dalla stimolazione
allergenica. Pertanto, ¢ stato ipotizzato che
VLA-4 non svolga un ruolo critico nella
patogenesi dell’infiammazione e dell’ipe-
reattivita nell’asma *. Tuttavia, la compa-
gnia farmaceutica sta sviluppando un po-
tente inibitore di a4f1 ed «4$7, la molecola
TR-14035, che, in modelli murini di asma
allergico, ha dato risultati incoraggianti in
quanto ha indotto la soppressione dell’iper-
responsivita delle vie aeree ed ha ridotto il
numero di eosinofili, neutrofili, linfociti e
macrofagi nel BAL .

Tra le nuove prospettive farmacologiche
sono da annoverare le molecole derivate del-
I’acido 4-(pirrolidinil)metossibenzoico, an-
tagoniste di VLA-4 ed attive per via orale in
modelli animali di asma, in attesa di essere
valutate nell’uomo 3,

Broncopneumopatia cronica ostruttiva
L’aumentato dell’espressione dell’integrina
Mac-1 sulla superficie cellulare dei neutrofili
in soggetti affetti da BPCO e la sua presenza
anche su monociti e macrofagi fa ipotizzare
che tale molecola di adesione possa rappre-
sentare un importante target farmacologico
nel trattamento della BPCO. Dati sperimen-
tali al riguardo non sono, ancora, disponibili
in letteratura.

Immunoglobuline

A questa famiglia di molecole di adesione
appartiene un’ampia varieta di glicoprotei-
ne di membrana implicate nei fenomeni di
riconoscimento e presentazione antigenica e

nelle interazioni leucociti-epitelio e leucoci-
ti-endotelio *.

Le molecole che partecipano al processo
di reclutamento cellulare sono ICAM-1,
ICAM-2 e VCAM-1.

ICAM-1 (intercellular adhesion molecole-
1) & espressa costitutivamente, a bassi livelli,
sulle cellule endoteliali e su altri tipi cellu-
lari. L’espressione di questa glicoproteina,
sull’endotelio, ¢ stimolata da fattori quali
LPS, IL-1, TNF-a e IFN-y che ne aumen-
tano la trascrizione genica e la sintesi pro-
teica. L’espressione di ICAM-1 ¢ rilevabile
dopo 2-4 ore, raggiunge il picco a 12 ore
con un plateau che persiste fino a 24-72 ore.
ICAM-1 ¢ espressa costitutivamente anche
sulle cellule dell’epitelio bronchiale e la sua
espressione & aumentata da IL-18, TNF-a e,
soprattutto, IFN-y. ICAM-1 possiede due
differenti siti di legame per LFA-1 e Mac-1,
integrine espresse dalle cellule leucocitarie.
ICAM-2 (intercellular adhesion molecole-
2) ¢ espressa sulla superficie delle cellule
endoteliali, ma non risente della regolazione
da parte delle citochine.

VCAM-1 (vascular cell adhesion moleco-
le-1) ¢ indotta sulla superficie delle cellule
endoteliali da stimoli quali IL-1, TNF-g,
LPS e, soprattutto, IL-4. La sua espressio-
ne aumenta dopo 2 ore dalla stimolazione
e persiste per 72 ore. Il principale ligando
di VCAM-1 ¢ rappresentato dall’integrina
VLA-4.

PECAM-1 (platelet-endothelial cell adhe-
sion molecule-1 o CD31) ¢ una glicopro-
teina espressa dalle cellule endoteliali ove
si localizza nelle sedi di giunzione tra le
cellule . E espressa, inoltre, da piastrine,
monociti, neutrofili e linfociti T. Essa inte-
ragisce con altre PECAM-1 e si ritiene che
sia implicata nella fase di migrazione delle
cellule leucocitarie. Funzionalmente simili
al CD31 sono svolte dalle molecole JAMI1,
JAM?2 e JAM3 (junctional adhesion mole-
cules), capaci di legare le integrine a4fl,
al B2, aMP2 3740,
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Attualmente non sono presenti in letteratura
studi riguardanti ’'uso di antagonisti delle
molecole di adesione appartenenti alla fa-
miglia delle immunoglobuline nell’asma e
nella BPCO.
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Introduzione

I fattori di crescita sono proteine che stimo-
lano la proliferazione e il differenziamen-
to cellulare attraverso il controllo esterno
del ciclo cellulare. I fattori di crescita sono
raggruppati in famiglie di proteine struttu-
ralmente simili quali la famiglia del TGF-§
(trasforming growth factor — fattore di cre-
scita trasformante), BMP (proteina morfoge-
netica dell’0sso), neurotrofine (NGF, BDNF,
e NT3), FGF (fattore di crescita dei fibrobla-
sti), etc.

[ fattori di crescita svolgono un ruolo patoge-
netico chiave nei processi di rimodellamento
strutturale associati alle malattie infiamma-
torie croniche delle vie aeree quali I’asma
e la broncopneumopatia cronica ostruttiva
(BPCO). Nell’asma bronchiale tali feno-
meni sono stati ampiamente studiati e con-
sistono nell’ispessimento della membrana
basale subepiteliale, ipertrofia ed iperplasia
delle cellule muscolari lisce e delle ghian-
dole sottomucose, desquamazione epiteliale,
iperplasia delle goblet cell ed aumento della
vascolarita delle vie aeree. Nella BPCO le
alterazioni strutturali interessano sia le vie
aeree che il parenchima polmonare. A livel-
lo delle diramazioni bronchiali piu periferi-
che l'ipertrofia e I'iperplasia dell’apparato
muco-secernente e della muscolatura liscia
si associano a fenomeni di fibrosi della pa-

rete delle vie aeree. A livello del parenchima
polmonare lo squilibrio del sistema proteasi/
anti-proteasi determina fenomeni di altera-
to turnover della matrice extracellulare con
conseguente distruzione del tessuto elastico
e sviluppo di enfisema.

Le attuali terapie dell’asma sono in grado di
controllare la patologia nella maggioranza
dei casi. I farmaci disponibili, tuttavia, non
interferiscono in maniera efficace sul proces-
so di rimodellamento strutturale e, pertanto,
circa il 20% delle forme piu severe della pa-
tologia sfugge dal controllo farmacologico.
Come & noto, un complesso network di fatto-
ri di crescita ¢ implicato nella patogenesi del
rimodellamento delle vie aeree ed il ripristi-
no di un equilibrio tra fattori di crescita pro-
ed anti-fibrogenici, mediante ad esempio
I’'uso di anticorpi neutralizzanti, potrebbe
essere un utile target terapeutico dell’asma.
Ci0 assume una importanza ancora mag-
giore nella BPCO ove i farmaci impiegati,
mutuati dalla terapia dell’asma, non sono
in grado né di controllare la patologia né di
rallentare in maniera significativa il progres-
sivo deterioramento funzionale osservato in
questi pazienti.

Lalterata regolazione dei fenomeni proli-
ferativi cellulari nell’asma e nella BPCO
ha, comunque, un impatto sostanzialmente
meno rilevante rispetto ad altre condizioni
morbose quali fibrosi polmonare idiopatica e
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neoplasie polmonari e, pertanto, 1’attenzione
rivolta dalla ricerca farmacologica in questo
campo ¢ alquanto limitata. Al momento non
esistono trials clinici con inibitori dei fat-
tori di crescita nell’asma e nella BPCO. In
letteratura sono presenti solo studi effettuati
in modelli animali di asma il cui obiettivo
principale ¢ stato la comprensione del ruolo
svolto dai singoli fattori di crescita nella pa-
togenesi della malattia.

Nel presente capitolo verranno trattate,
schematicamente, le piu recenti acquisizio-
ni riguardanti il ruolo dei principali fatto-
ri di crescita nella patogenesi dell’asma e
della BPCO e, ove disponibili, riporteremo
i risultati provenienti da studi sperimentali
condotti con inibitori dei fattori di crescita.
Tali farmaci possono operare a diversi livel-
li come inibitori della sintesi, anticorpi mo-
noclonali rivolti verso il fattore di crescita,
inibitori delle chinasi del recettore e delle
vie di segnalazione intracellulari. Queste
ultime sono oggetto di uno specifico capi-
tolo.

Inibitori del trasforming growth
factor-f

I trasforming growth factors (TGFs)-B costi-
tuiscono una famiglia di citochine coinvolte
nella regolazione della crescita, sviluppo e
differenziazione cellulare. Sono state de-
scritte almeno 30 isoforme di questa citochi-
na ma nei mammiferi sono state identificate
3 isoforme: TGF-81, TGF-$2 e TGF-33. Si
tratta di proteine omodimeriche di 25 kD,
composte da 112 aminoacidi i cui geni sono
localizzati rispettivamente nei cromosomi
19q13, 1q41 e 14q24. TGF- ¢ immesso in
circolo in una forma biologicamente inattiva
detta “latente”, dovuta al legame della por-
zione N-terminale della molecola con il di-
mero B1-LAP (latency associated peptide).
La forma latente ha una emivita maggiore
(circa 90 minuti) della forma attiva (2-3 mi-

nuti) e puo costituire una fonte di TGF-B at-
tivabile in loco.

I1 TGF-B possiede tre recettori trans-membra-
na: TGF-f RI, TGF-f RII e TGF- RIIL I pri-
mi due sono serina/treonina kinasi e svolgono
un ruolo fondamentale nella trasmissione del
segnale attivato da TGF-f, il recettore tipo I1I
¢ un betaglicano di cui non sono note le pro-
prieta enzimatiche. I1 TGF-§ si lega al TGF-
¢ RII, direttamente o attraverso TGF-$ RIIII
che favorisce il legame di TGF-B RII con il
recettore tipo I. TGF-$ RII, quindi, fosforila
ed attiva TGF-B RI, il quale, a sua volta, fo-
sforila Smad2 o Smad3. Questi, fosforilati, si
associano con Smad4 e si spostano nel nucleo
dove attivano la trascrizione genica.

I1 TGF-$ svolge un ruolo patogenetico chia-
ve nel processo di rimodellamento strutturale
che si verifica nell’asma. Alcuni studi docu-
mentano un’aumentata immunoreattivita per
TGF-$ nelle vie aeree di pazienti asmatici '
ed i livelli della citochina nel BAL aumenta-
no dopo challenge con I’allergene 2. La fonte
principale di TGF- nell’asma ¢ rappresen-
tata dalle cellule epiteliali bronchiali che,
danneggiate ed attivate, producono quantita
aumentate di TGF-B che induce la prolife-
razione e la differenziazione dei fibroblasti
in miofibroblasti 3. Quest’ultimi, attivati,
producono componenti della matrice extra-
cellulare responsabili dell’ispessimento del-
la lamina reticolare della membrana basale.
I miofibroblasti, inoltre, secernono fattori di
crescita, chemochine e citochine che pro-
muovono la proliferazione delle cellule mu-
scolari lisce delle vie aeree, I’aumento della
permeabilita vascolare e della rete neurale.
Nell’asma il TGF-§ & secreto anche da altri
tipi cellulari quali eosinofili, macrofagi, mio-
fibroblasti e cellule muscolari lisce. Sebbene
TGF-p possegga proprieta antinflammatorie
¢ stato ipotizzato che 1’eccessiva produzio-
ne della citochina nell’asma possa inibire la
proliferazione delle cellule epiteliali, com-
promettendo la riparazione e perpetuando
cosi il danno della barriera epiteliale “.
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Con riferimento agli studi sperimentali effet-
tuati nell’asma i dati al momento riportati in
letteratura riguardano I’attivita di un inibi-
tore della TGF-B RI chinasi (SD-208) in un
modello murino di asma. Questo composto
inibiva I'ipereattivita delle vie aeree, lo stato
inflammatorio ed il remodeling indotto dalla
sensibilizzazione ed esposizione ad ovoalbu-
mina .

Anche nella BPCO il TGF-§ svolge un ruo-
lo cruciale nella patogenesi del processo di
rimodellamento strutturale. Nei pazienti af-
fetti da BPCO un’aumentata espressione di
TGF-p ¢ stata riscontrata nell’epitelio delle
piccole vie aeree ©. La citochina, inducendo
il rilascio di CTGF (collagen tissue growth
factor), ¢ implicata nella patogenesi del pro-
cesso fibrotico presente nella parete delle
vie aeree periferiche ’. La metalloproteasi
(MMP)-9, mediante il clivaggio proteolitico
della TGF-p-binding protein-1 dalla forma
latente della citochina, ¢ in grado di attiva-
re il TGF-$ & Questo meccanismo potrebbe
rappresentare il collegamento tra 1’elastolisi
indotta da MMP-9 e la simultanea fibrosi del-
le piccole vie aeree presente nella BPCO.
Studi eseguiti in linee cellulari umane hanno
dimostrato che TGF-p riduce I’espressione
dei recettori BQ, mediante una inibizione del-
la trascrizione genica’, e riduce la respon-
sivita ai {,-agonisti nelle cellule muscolari
lisce in vitro '°.

L’inibizione del TGF-p potrebbe essere,
quindi, un’utile strategia terapeutica nel-
la BPCO benché, al momento, non vi sono
dati sperimentali al riguardo. Tuttavia, dati
recenti ipotizzano che il TGF-B possa avere
anche un ruolo protettivo nella BPCO. Studi
di genetica dimostrano che i polimorfismi del
gene di TGF—BI, associati ad un’aumentata
espressione del fattore di crescita, sono piu
frequenti tra i soggetti sani che tra i fumato-
ri con BPCO !! 12, Studi condotti su modelli
animali e nell’uomo in vivo hanno dimostra-
to che una ridotta espressione di TGF-B, ¢
implicata nella patogenesi dell’enfisema

mediante attivazione delle metalloproteasi o
ridotta produzione di inibitori delle metallo-
proteasi ', Inoltre, uno studio recente ha
dimostrato una diminuita espressione del re-
cettore TGF-B RII nelle ghiandole bronchia-
li di fumatori con BPCO. La riduzione dei
segnali intracellulari attivati da TGF-B, puo
contribuire all’ipersecrezione di muco ed
all’iperplasia delle ghiandole caratteristiche
della bronchite cronica '°.

Inibitori dell’epidermal growth
factor receptor

L’ epidermal growth factor receptor (EGFR)
(ErbB1), un membro della famiglia ErbB, ¢
espresso da vari tipi cellulari, tra cui fibro-
blasti e cellule epiteliali delle vie respirato-
rie. In queste ultime, i recettori ErbB sono
espressi sulle superfici basolaterali delle
cellule basali e vengono esposti, quindi, in
seguito al danno dell’epitelio. Nei mammi-
feri, i ligandi per EGFR comprendono EGF,
TGF-a, HB-EGF (heparin-binding EGF-like
growth factor). Tali ligandi sono sintetizzati
da un ampio numero di cellule sebbene ognu-
no abbia una propria distribuzione cellulare
preferenziale. Per esempio, TGF« & espressa
soprattutto da cellule epiteliali, macrofagi
ed eosinofili, mentre EGF soprattutto dalle
ghiandole ed, in minor misura, dalle cellule
epiteliali e muscolari lisce. L’attivazione di
EGFR da parte dei vari ligandi induce feno-
meni di migrazione, proliferazione, differen-
ziazione e sopravvivenza cellulare.

Nell’asma ¢ stata documentata un’aumen-
tata espressione dei ligandi per EGFR e del
recettore stesso. Un aumento dell’immuno-
reattivita per EGF ¢ presente nell’epitelio
bronchiale, ghiandole e muscolatura liscia !".
Inoltre, le cellule epiteliali di asmatici, in ri-
sposta a citochine pro-inflammatorie, quali
TNF-¢ e la combinazione di IL- 4, IL-13 ed
allergene, producono quantita maggiori di
TGF-a 8. L’espressione di EGFR & aumen-
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tata nelle cellule epiteliali circostanti la sede
del danno ed in corrispondenza della super-
ficie apicale delle cellule basali esposte !° e
correla con la severita della malattia 2. Tut-
tavia nell’asma questa espressione aumenta-
ta di EGFR non ¢ associata ad un’aumento
della risposta proliferativa dell’epitelio 2'. E
stato ipotizzato che 1’alterato fenotipo delle
cellule epiteliali nell’asma le rende incapaci
di reagire al danno o allo stress con un ap-
propriato meccanismo di riparazione me-
diato dai recettori EGFR. Cid perpetua la
produzione da parte delle cellule epiteliali
di citochine e fattori di crescita pro-fibro-
tici implicati nella patogenesi del processo
inflammatorio e del rimodellamento struttu-
rale nell’asma 2.

Il rilascio di ligandi per EGFR e I’aumen-
tata espressione dello stesso recettore sono
implicati nella patogenesi dell’ipersecrezio-
ne di muco da parte delle cellule epiteliali
mediante 1’aumento dell’espressione e tra-
scrizione di geni per la mucina MUC5AC 2.
Nelle forme piu severe di asma, I’attivazione
di EGFR induce il rilascio della chemochina
CXCL-8 (IL-8) che favorisce il reclutamen-
to dei neutrofili nelle vie aeree **. I neutrofi-
li, mediante il rilascio di ossidanti, possono
contribuire alla patogenesi dell’ipersecrezio-
ne di muco.

Per quanto riguarda gli studi sperimentali nel-
I’asma, ’effetto di un inibitore della tirosin
chinasi associata all’EGFR, gefitinib, ¢ stato
valutato in topi sensibilizzati con ovalbumi-
na. Il farmaco, in maniera dose-dipendente,
riduceva il numero di cellule infiammatorie
ed il rilascio delle citochine IL-4 ed IL-13
nel BAL, il reclutamento degli eosinofili nel
polmone e I’ipereattivita bronchiale %.
Nella BPCO T’attivazione di EGFR gioca
un ruolo chiave nella patogenesi dell’iper-
secrezione mucosa. Studi recenti dimostra-
no che stimoli quali il fumo di sigaretta %,
specie reattive dell’ossigeno e metallopro-
teasi della matrice attivano I’enzima TACE
(TNF-alpha-converting enzyme) che deter-

mina il clivaggio del pro-TGF-a nel TGF-a.
Questa citochina, mediante 1’attivazione di
EGFR, determina un’aumentata produzione
di muco. Inoltre il reclutamento dei neutrofi-
li nelle vie aeree, caratteristico della BPCO,
puo indurre ipersecrezione di muco median-
te differenti meccanismi EGFR-mediati: (i)
secrezione di tumor necrosis factor (TNF)-a,
che induce I’espressione di EGFR da parte
delle cellule epiteliali; (ii) rilascio di specie
reattive dell’ossigeno che attivano EGFR,;
(iii) clivaggio di proligandi di EGFR (pro-
TGF-a) da parte dell’elastasi neutrofila; (iv)
degranulazione delle goblet cells indotta dal-
I’elastasi neutrofila ¥’ .

nasi di EGFR, quali gefitinib, sono state sin-
tetizzate e sono attualmente in uso nella tera-
pia del carcinoma del polmone non a piccole
cellule. Questa terapia ¢ ben tollerata e po-
trebbe, quindi, essere applicata al trattamen-
to dell’ipersecrezione mucosa nella BPCO.

Inibitori del vascular endotelial
growth factor

1l vascular endotelial growth factor (VEGF)
¢ uno dei piu potenti mediatori coinvolto nei
fenomeni di angiogenesi ed aumento della
permeabilita vascolare. Sono stati identifica-
ti diversi membri della famiglia del VEGF
(VEGF-A, -B, C, -D, -E e placental growth
factor PLGF) °. La molecola piu studiata ¢
il VEGF-A comunemente indicata come
VEGEF. II gene che codifica per il VEGF ¢
localizzato sul cromosoma 6p21.3 ed ¢ orga-
nizzato in otto esoni separati da sette introni.
Dallo “splicing” alternativo degli esoni ori-
ginano diverse isoforme di VEGF (VEGF ,,
VEGF,,, VEGF ., VEGF,, VEGF, e
VEGF206,), di cui VEGF1 6 ¢ la isoforma pre-
dominante. Il VEGF nativo ¢ una glicopro-
teina basica omodimerica di 45 kDA.

Sono stati identificati tre recettori del VEGF
che appartengono alla famiglia dei recettori
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tirosin-chinasi: VEGFR-1/Flt-1, VEGFR-2/
Flk-1 (KDR) e VEGFR-3 (Flt-4). VEGFR-
1 e VEGFR-2, espressi da un’ampia varieta
di cellule, hanno domini extracellulari tipo
immunoglobulina ed un dominio trans-
membrana tirosin-chinasi. L attivazione del
VEGFR?2 ¢ coinvolta nei fenomeni di cresci-
ta ed aumento della permeabilita vascolare.
VEGFR1 ha, probabilmente, la funzione
di modulare I’attivita di VEGFR2, iniben-
do il legame VEGFR2-VEGF. VEGFR-3 ¢
espresso principalmente dall’endotelio dei
vasi linfatici.

Il VEGF gioca un ruolo chiave nella patoge-
nesi del rimodellamento vascolare presente
nell’asma bronchiale. Un aumento dell’im-
munoreattivita per il VEGF ¢ stato documen-
tato nell’espettorato indotto *, nel BAL 3! e
nelle biopsie bronchiali * di pazienti asma-
tici. L’espressione del VEGF nei prelievi
bioptici correla con la vascolarita delle vie
aeree e questo dato suggerisce un ruolo pa-
togenetico svolto dal VEGF nell’angiogene-
si della rete vascolare nell’asma *. T livelli
aumentati di VEGF nei pazienti asmatici
correlano, inoltre, con il grado di ostruzione
al flusso aereo, con I’entita dell’infiltrazio-
ne eosinofila e con un indice di permeabilita
vascolare 3 3, E stato ipotizzato che I’au-
mento della permeabilita vascolare indotto
dal VEGF possa contribuire alla patogenesi
della broncostruzione indotta dall’esercizio
fisico negli asmatici 3. Infine, il VEGF sem-
bra implicato nella patogenesi dell’aumento
dello spessore della membrana basale sube-
piteliale suggerendo, quindi, un suo ruolo
nei fenomeni di rimodellamento strutturale
nell’asma *.

Per quanto riguarda gli studi con inibitori del
VEGEF, al momento, esistono solo evidenze
sperimentali provenienti da modelli animali
di asma. In un modello murino sensibilizzato
con ovalbumina, il pre-trattamento con en-
dostatina, un potente fattore antiangiogene-
tico, inibiva lo sviluppo dell’iperresponsivita
delle vie aeree, dell’infiammazione polmo-

nare allergica e degli anticorpi IgE specifici
per ’ovalbumina. Tali effetti erano mediati
da meccanismi VEGF-dipendenti ¢ VEGF-
indipendenti; infatti la somministrazione di
anticorpi bloccanti i recettori del VEGF ri-
duceva I’inflammazione polmonare allergica
ma non alterava ’ipereattivita delle vie aeree
e la sintesi di IgE . In ratti sensibilizzati ed
esposti ad ovalbumina la somministrazione
di inibitori dei recettori del VEGF riduceva
il numero di cellule infiammatorie delle vie
aeree, |’iperesponsivita, la permeabilita va-
scolare e I’espressione della metalloprotea-
si-9 (MMP-9) ¥, In un modello murino di
asma indotto da toluene diisocianato (TDI)
la somministrazione di inibitori del recet-
tore del VEGF attenuava tutte la manifesta-
zioni fisiopatologiche indotte dal TDI quali
I'ipereattivita e l'inflammazione delle vie
aeree .

Il ruolo del VEGF nella patogenesi della
BPCO ¢ pil controverso. In un recente stu-
dio il nostro gruppo di ricerca ha dimostrato
che nelle vie aeree centrali di soggetti fuma-
tori affetti da bronchite cronica con e senza
BPCO vi ¢ un aumento della vascolarita ri-
spetto a soggetti di controllo non fumatori.
L’aumento del numero di vasi si associava ad
un’aumentata espressione di VEGF da parte
delle cellule infiammatorie *. Nei pazienti
affetti da BPCO I’aumento dell’espressione
del VEGF ¢ stato documentato anche a livel-
lo dell’epitelio delle vie aeree piu periferi-
che, degli alveoli, dei macrofagi e della mu-
scolatura liscia delle vie aeree e dei vasi *.
Anche I’espressione dei recettori del VEGF
¢ aumentata nei pazienti affetti da BPCO .
Al contrario, studi in vivo ed in vitro dimo-
strano che la riduzione dei livelli di VEGF
od il blocco dei recettori sono in grado di
determinare enfisema *' 2. Queste differenze
nella vascolarita delle vie aeree nelle BPCO
con e senza enfisema sono riflesse dalle dif-
ferenti concentrazioni di VEGF nell’ espetto-
rato indotto. Questo & aumentato nei pazienti
affetti da bronchite cronica e diminuito nei
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pazienti affetti da enfisema rispetto ai con-
trolli sani. Le concentrazioni di VEGF nel-
I’espettorato di bronchitici cronici correlano,
in maniera negativa, con 1’ostruzione al flus-
so aereo, espresso dal FEV 5 al contrario, nei
pazienti con enfisema, vi € una correlazione
positiva tra VEGF nell’espettorato indotto,
FEV , e DLco 4. Un altro studio ha eviden-
ziato una correlazione inversa tra VEGF ed
indici di stress ossidativo nella BPCO: con
I’aumentare della severita della malattia si
riducevano i livelli di VEGF ed aumentava
lo stress ossidativo. E stato ipotizzato che il
danno epiteliale mediato dallo stress ossi-
dativo possa determinare una riduzione dei
livelli di VEGF promuovendo lo sviluppo
della BPCO *.

1l significato dell’espressione di VEGF nei
pazienti con BPCO rimane controverso.
L’aumento della vascolatura bronchiale nelle
vie aeree potrebbe favorire il reclutamento di
cellule infiammatorie e 1’essudazione di me-
diatori, soprattutto se ¢ alterata la permea-
bilita vascolare. Inoltre, determinando un
aumento dello spessore della parete, VEGF
potrebbe essere coinvolto nella patogene-
si della broncostruzione e dell’ipereattivita
bronchiale. L’aumento dell’espressione di
VEGF nelle vie aeree distali e negli alveo-
li potrebbe, al contrario, rappresentare un
meccanismo protettivo nei confronti dello
sviluppo di enfisema nei pazienti con BPCO.
Nell’insieme questi studi suggeriscono che
il VEGF esercita un ruolo dannoso a livello
dell’albero bronchiale ed un effetto protetti-
vo a livello degli alveoli.

Inibitori del nerve growth factor

Il nerve growth factor (NGF) ¢ un peptide
ad alto peso molecolare che appartiene alla
famiglia delle neurotrofine. E prodotto da
numerose cellule strutturali ed inflammato-
rie ed attiva due tipi di recettori, il recettore
TrkA (tropomyosin-receptor kinase A) ed
il recettore p75N™. NGF esercita un ruolo

cruciale nella crescita e sopravvivenza delle
cellule nervose. Tuttavia, studi recenti dimo-
strano che NGF puo partecipare alla patoge-
nesi del processo infiammatorio, soprattutto
nelle vie aeree. Studi condotti in animali da
esperimento dimostrano che NGF puo con-
tribuire alla patogenesi dell’iperreattivita
bronchiale. Esso, inoltre, ¢ in grado di in-
durre la migrazione e 1’attivazione di cellule
inflammatorie, che infiltrano la mucosa delle
vie aeree, e di cellule strutturali, quali cel-
lule epiteliali, muscolari lisce e fibroblasti.
Questi effetti, in parte, sono mediati dall’at-
tivazione del sistema delle tachichinine *.
Un aumento dell’espressione e del rilascio
di NGF ¢ presente nei soggetti asmatici dopo
provocazione bronchiale con allergene.

In cavie sensibilizzate ed esposte ad ovalbu-
mina I’inbizione della trasduzione del segna-
le indotta dall’attivazione del recettore ad
alta affinita del NGF mediante somministra-
zione di K252a o tyrphostin AG879, inibitori
della tirosin kinasi A, riduceva ’ipereattivita
delle vie aeree e I’aumento della substantia P
nei gangli e nel tessuto polmonare anche se
non modificava I’afflusso di cellule infiam-
matorie nel BAL .
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Introduzione

Le citochine sono una gruppo eterogeneo
di molecole in grado di modulare numerosi
processi biologici. Esse, di fatto, costituisco-
no il linguaggio molecolare che permette la
comunicazione tra le diverse cellule del si-
stema immunitario e tra queste e altri siste-
mi.

A livello delle vie aeree, le citochine vengo-
no prodotte da cellule infiammatorie (linfo-
citi, eosinofili, neutrofili, etc.) e da cellule
strutturali (epitelio, endotelio, muscolatura
liscia e fibroblasti).

Le citochine giocano un ruolo chiave nel-
I’induzione, nell’amplificazione e nel man-
tenimento dei processi inflammatori che
caratterizzano le vie aeree in tutte le patolo-
gie respiratorie, comprese 1’asma e la bron-
copneumopatia cronica ostruttiva (BPCO).
Tuttavia, non tutte le citochine sono proin-
fiammatorie. Infatti, alcune molecole, quali
interleuchina (IL)-10, IL-12 ed interferon-y
(INF-y) possono attenuare o prevenire 1’in-
fiammazione delle vie aeree.

Il coinvolgimento di numerose citochine nel-
la patogenesi dell’infiammazione cronica e
del rimodellamento strutturale delle vie ae-
ree che caratterizzano 1’asma ¢ stato partico-
larmente studiato e in gran parte delineato.
Risulta, invece, meno definito il ruolo delle
citochine nella patogenesi della BPCO.

Il riconoscimento della rilevanza patogene-
tica delle citochine nelle patologie infiam-
matorie croniche delle vie aeree ha stimolato
un crescente interesse verso nuove terapie
biologiche indirizzate verso 1’inibizione
di questa importante categoria di molecole
proinfiammatorie '.

In questa breve rassegna dopo aver esami-
nato le possibili strategie farmacologiche
di inibizione delle citochine e delle che-
mochine verra analizzato il loro potenziale
utilizzo nel trattamento dell’asma e della
BPCO.

Strategie farmacologiche
per I’inibizione delle citochine e
delle chemochine

Gli approcci terapeutici per inibire le cito-
chine pro-inflammatorie si basano essenzial-
mente sull’utilizzo di farmaci in grado di
ridurre la sintesi o gli effetti di queste mole-
cole. Le strategie di inibizione delle citochi-
ne pro-inflammatorie possono essere diverse
(Fig. 1).

L’effetto inibitorio pud realizzarsi a li-
vello della cellula di origine, con farmaci
che riducono la sintesi delle citochine a li-
vello genico (corticosteroidi) o modulano
I’azione di fattori trascrizionali che rego-
lano I’espressione delle citochine (inibi-
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Figura 1. Strategie di inibizione delle citochine pro-infiammatorie. Per spiegazioni vedi testo .

tori della calcineurina o oligonucleotidi
decoy); a livello delle citochine secrete,
con anticorpi monoclonali bloccanti (anti-
IL-5) o recettori solubili (recettori solubi-
li per IL-4); a livello della cellula target,
con antagonisti recettoriali (antagonisti
recettoriali delle chemochine) e farmaci
bloccanti le vie di trasduzione del segnale
(inibitori di p38 mitogen-activated protein
kinase — MAPK) o i fattori trascrizionali
attivati dalle citochine (inibitori di signal
transducer and activator of transcription
6 — STAT-6).

Infine, & possibile inibire 1’azione delle ci-
tochine pro-infiammatorie potenziando 1’at-
tivita delle citochine con attivita antinfiam-
matoria.

Inibitori delle citochine e
chemochine nell’asma

Sebbene le citochine e le chemochine coin-
volte nella patogenesi dell’asma siano diver-
se, al momento, solo per alcune di queste
molecole ¢ stato dimostrato un ruolo parti-
colarmente rilevante. E pertanto opportuno,
anche in considerazione dei risultati attual-
mente disponibili, far riferimento alle terapie
biologiche anti-citochiniche ed anti-chemo-
chiniche che presentano maggiori potenzia-
lita di sviluppo nel trattamento dell’asma 2.

Inibitori di IL-4
L’interleuchina-4 (IL-4) gioca un ruolo im-
portante nell’indurre la sintesi di Ig-E da
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parte dei linfociti B ed ¢ coinvolta nel reclu-
tamento degli eosinofili a livello delle vie
aeree. Essa, inoltre, risulta fondamentale nel
promuovere la differenziazione linfocitaria
in senso Th2, regolando a monte le risposte
allergiche in un punto di cruciale importan-
za. Per tali motivi IL-4 risulta essere un ber-
saglio terapeutico di estremo interesse nel-
I’asma allergico.

L’uso di anticorpi bloccanti IL-4, in animali
sottoposti a stimolo allergenico, esercita un
effetto inibente sulla iperresponsivita bron-
chiale, sulla metaplasia delle goblet cell e
sulla eosinofilia polmonare ®. Studi clinici
su pazienti asmatici hanno dimostrato che
recettori solubili di IL-4 (sIL-4r), sommini-
strati per via inalatoria, prevengono in modo
significativo il peggioramento dell’asma
conseguente la sospensione della terapia ste-
roidea 3. T risultati positivi di queste indagi-
ni non hanno, tuttavia, trovato conferma in
studi condotti su casistiche pit ampie e nei
pazienti con forme piu lievi di asma e, per-
tanto, questa modalita di trattamento ¢ stata
al momento accantonata.

Un altro possibile approccio terapeutico per
inibire I’azione di IL-4 ¢ il blocco dei recet-
tori per IL-4 con una forma mutata di 1L-4
(BAY36-1677). Questo composto legando-
si ai recettori IL-4ra e IL-13ra inibisce sia
I’azione di IL-4 che quella di IL-13 6. Tutta-
via il blocco recettoriale risulta estremamen-
te fugace e pertanto questa strategia ha una
valenza clinica limitata.

IL-4 e la citochina strettamente associata IL-
13, segnalano attraverso un comune recettore
di superficie, IL-4ra, che attiva uno specifico
fattore trascrizionale STAT-6. La delezione
del gene di STAT-6 produce gli stessi effet-
ti del knockout genico di IL-4. Pertanto, per
limitare gli effetti di IL-4 ¢ stata esplorata
la possibilita di inibire STAT-6. Sebbene esi-
stano inibitori peptidici in grado di interferi-
re con I’interazione fra STAT-6 e JAK (Janus
kinases) legate a IL-4ra, ¢ difficile far giun-
gere questi inibitori a livello intracellulare.

Recentemente ¢ stato individuato un potente
inibitore endogeno di STAT-6, denominato
SOCS-1 (suppressor of cytokine signaling-
1), che dal punto di vista terapeutico potreb-
be rivelarsi estremamente utile per bloccare
selettivamente 1’azione della IL-4.

Inibitori di IL-5

IL-5 ¢ una citochina di cruciale importan-
za nell’orchestrare I’inflammazione nelle
malattie a forte impronta eosinofila come
I’asma. Essa ¢, infatti, responsabile della
maturazione e del rilascio degli eosinofili
dal midollo osseo. IL-5 viene prodotta da
linfociti, mastociti, eosinofili e dalle cellule
dell’epitelio e della muscolatura liscia del-
le vie aeree. L’inibizione di IL-5 potrebbe
pertanto attenuare I’inflammazione delle vie
aeree. In studi condotti su pazienti con asma
persistente di grado lieve 7 e grave & 1’uso en-
dovena di anticorpi monoclonali umanizzati
anti-IL-5 (mepolizumab-SB240563 e re-
slizumab-SCHS55700) si & dimostrato sicuro
ed ha notevolmente ridotto il numero di eo-
sinofili nel sangue periferico e nell’espetto-
rato; tuttavia, esso non ha determinato effetti
significativi sulla risposta all’allergene, sul
grado di responsivita delle vie aeree, sulla
funzione polmonare, sui sintomi e sulla fre-
quenza delle riacutizzazioni. Questi risultati,
in qualche modo sorprendenti, hanno fan-
no sorgere alcuni dubbi circa I’'importan-
za patogenetica degli eosinofili nell’asma.
In uno studio successivo ’, tuttavia, & stato
dimostrato che il mepolizumab, pur ridu-
cendo marcatamente il numero di eosinofili
circolanti, risulta meno efficace nel ridurre
¢gli eosinofili nel tessuto delle vie aeree e nel
midollo osseo, e cio potrebbe giustificare gli
scarsi effetti clinici ottenuti con questa mo-
lecola. La parziale efficacia evidenziata da-
gli anticorpi anti-IL-5 potrebbe anche essere
spiegata dalla ridondanza nell’attivita biolo-
gica di altre citochine, quali IL-3 e GM-CSF,
in grado anch’esse di indurre la maturazione
e I’attivazione degli eosinofili.
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Sebbene la mancanza di benefici clinici ab-
bia, in qualche modo, reso poco interessante
I’utilizzo della terapia anti-IL-5, un’altra in-
dagine ha dimostrato che il trattamento con
mepolizumab riduce la deposizione delle
proteine della matrice extracellulare nella
membrana basale reticolare e cid potrebbe
avere vantaggiosi riflessi sul processo di ri-
modellamento delle vie aeree nell’asma '°.

Inibitori di IL-13

IL-13 ¢ una citochina di fondamentale im-
portanza nello sviluppo di iperresponsivita
bronchiale e di altre alterazioni delle vie ae-
ree indotte da esposizione allergenica, per-
tanto essa rappresenta un target chiave per
il trattamento dell’asma !!. Il lavaggio bron-
coalveolare (BAL) di soggetti asmatici re-
cuperato dopo stimolo allergenico segmen-
tale contiene proteine IL-13 2, mRNA di
IL-13 3 e cellule T che producono IL-13 .
Inoltre, polimorfismi del gene che codifica-
no per IL-13 '3, per componenti del recettore
di IL-13 6, e per la molecola di trasduzione
del segnale STAT-6 7 si associano tutti ad
alti livelli sierici di IgE ed allo sviluppo di
patologie atopiche nell’uomo. La stretta as-
sociazione fra IL-13 ed asma supporta la po-
tenziale utilita dell’inibizione di questa cito-
china come approccio terapeutico nell’asma.
In modelli murini & stato dimostrato che an-
ticorpi monoclonali anti-IL-13 sopprimono
in modo significativo I’iperresponsivita del-
le vie aeree, I’infiltrazione eosinofila, la pro-
duzione di citochine pro-inflammatorie e di
IgE ed il rimodellamento delle vie aeree '8 1°.
Piu recentemente, I’efficacia dell’antagoni-
smo di IL-13 ¢& stata dimostrata nei primati %
che rappresentano un modello sperimentale
molto vicino all’uomo. Pertanto, ¢ ipotizza-
bile un prossimo utilizzo di questa strategia
terapeutica anche nei pazienti asmatici.

Inibitori di tumor necrosis factor-«
11 fattore di necrosi tumorale (tumor necrosis
factor — TNF-a) ¢ un’importante citochina

della risposta immune innata, che assicura la
difesa dell’ospite nei confronti di organismi
esterni, prima che si attivi il sistema immune
acquisito. Essa viene prodotta prevalente-
mente dai macrofagi in risposta all’attiva-
zione di molecole di membrana deputate al
riconoscimento di particolari prodotti di su-
perficie dei batteri. Un’alterazione delle ri-
sposte TNF-« si realizza in diverse patologie
inflammatorie fra cui I’artrite reumatoide ed
il morbo di Crohn. Un coinvolgimento pato-
genetico del TNF-« ¢ stato anche dimostrato
nell’asma e nella BPCO.

Nelle vie aeree di pazienti con asma ¢ stato
dimostrato un aumento dei livelli di protei-
ne e di mRNA di TNF-«. I meccanismi con
cui questa citochina esplica la sua azione
patogenetica nell’asma sono diversi ?'. Essa,
infatti, appare attivamente coinvolta in nu-
merosi processi: nell’interazione mastocita/
muscolo liscio e conseguente iperrespon-
sivita delle vie aeree; nella chemiotassi di
neutrofili ed eosinofili; nel potenziamento
della citotossicita degli eosinofili sulle cel-
lule endoteliali; nell’attivazione dei linfociti
T e nel rilascio da parte di questi di nume-
rose citochine; nell’aumentata espressione
epiteliale di molecole di adesione coinvolte
nel reclutamento delle cellule T. Oltre a que-
sti meccanismi, operanti in tutte le forme di
asma, il TNF-« sembra esplicare una serie di
effetti che assumono una peculiare rilevanza
patogenetica nelle forme di asma refrattario
come il reclutamento dei neutrofili, I’indu-
zione di steroido-resistenza, la proliferazio-
ne di miociti e la stimolazione della crescita
fibroblastica con maturazione in miofibro-
blasti promuovendo I’espressione di TGF-a.
L’inibizione dell’azione del TNF-a sembra
pertanto una strategia farmacologica estre-
mamente interessante e con notevoli poten-
zialita soprattutto nel trattamento dell’asma
refrattario.

Gli inibitori del TNF-«, attualmente in fase
di sperimentazione, includono diversi com-
posti farmacologici: anticorpi monoclonali
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non-umani o chimerici (infliximab, afeli-
momab, e Cytotab), anticorpi umanizzati
(adalimumab, CDP-571, CDP-870), recet-
tori solubili umani (onercept) o proteine di
fusione del recettore del TNF-« (etanercept),
oligonucleotidi antisenso (ISIS-104838) che
inibiscono la traduzione del mRNA di TNF-
a in proteine pre-TNF-a. Un’altra possibile
strategia anti- TNF-« ¢ quella di inibire I’en-
zima TACE (TNF-« converting enzyme) che
trasforma il pre-TNF-a nella citochina ma-
tura.

Gli inibitori del TNF-« attualmente dispo-
nibili in commercio sono I’infliximab, 1’eta-
nercept, e I’adalimumab. Con tali molecole
sono stati effettuati alcuni trials clinici nel-
I’asma.

In un primo studio, condotto in aperto su
pazienti con asma grave steroido-dipen-
dente, I’etanercept ha determinato un mi-
glioramento significativo della funzione
polmonare, della responsivita delle vie
aeree e della qualita della vita *2. Questi
risultati positivi sono stati confermati in
uno studio randomizzato controllato .
In questa indagine la risposta clinica al-
I’etanercept era strettamente correlata con
I’espressione di TNF-a e di TNF-aR1 sui
monociti. In tal senso, 1’espressione mo-
nocitaria della citochina e del suo recet-
tore (particolarmente elevata nei pazienti
con le forme piu gravi di asma) potrebbe
rappresentare un utile marker di responsi-
vita al trattamento. In un ulteriore studio
I’uso di infliximab in pazienti con asma
moderata, pur non determinando alcun
miglioramento della funzione polmonare,
ha comunque ridotto del 50% il numero di
riacutizzazioni %. In generale, gli inibito-
ri di TNF-« hanno dimostrato una buona
tollerabilita, tuttavia restano ancora alcu-
ne preoccupazioni relative alla sicurezza
d’impiego (potenziale insorgenza di neo-
plasie ed infezioni) emerse da studi con-
dotti su pazienti con BPCO e artrite reu-
matoide.

Citochine antinfiammatorie

Come precedentemente accennato, oltre alle
citochine proinflammatorie, esistono alcune
citochine dotate di proprieta antiflogistiche
ed immunomodulanti, la cui secrezione po-
trebbe risultare deficitaria in alcuni pazienti
asmatici ». In tali soggetti queste molecole
potrebbero essere utilizzate terapeuticamen-
te allo scopo di ripristinare a livello delle vie
aeree ’equilibrio tra i fattori pro-infiamma-
tori e quelli antinflammatori.

L’IL-10 & una potente citochina antin-
fiammatoria ed immunosoppressiva, la cui
principale sorgente cellulare nell’apparato
respiratorio ¢ rappresentata dai macrofagi
alveolari. Lo spettro d’azione della IL-10 e
molto ampio. Essa reprime la sintesi di nu-
merose citochine (GM-CSF, TNF-¢, IL-5,
IL-6) e chemochine (RANTES - regulated
on activation normal T-cell expressed and
secreted; MIP-1a — macrophage inflamma-
tory protein-1o; IL-8), inibendo soprattutto
I’eosinofilopoiesi cosi come 1’attivazione e
I’accumulo tessutale degli stessi eosinofili.
Inoltre, la IL-10 riduce I’espressione delle
molecole del complesso maggiore di isto-
compatibilita di classe II, delle molecole
co-stimolatrici B7-1 e B7-2 e delle isoforme
inducibili degli enzimi nitrossido sintetasi
(AINOS) e ciclossigenasi (COX-2).

L’uso di IL-10 ricombinante umana si & di-
mostrato efficace nel controllo delle patologie
inflammatorie intestinali e nella psoriasi.
Recenti indagini sperimentali condotte in
pazienti asmatici hanno permesso di rileva-
re una diminuita concentrazione di IL-10,
rispetto a soggetti normali di controllo, nei
monociti circolanti e nel liquido di lavaggio
bronco-alveolare %. Inoltre, la immunote-
rapia specifica determina un aumento della
produzione di IL-10 da parte dei linfociti T
helper e cio potrebbe contribuire agli effetti
benefici di questa forma di trattamento ¥’. In
modelli animali di flogosi allergica ¢ stata
documentata 1’efficacia della somministra-
zione intranasale di IL-10. Nell’'uomo IL-10,
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somministrata per via sottocutanea in sog-
getti volontari sani, ha dimostrato una ragio-
nevole tollerabilita, sebbene siano comparsi
alcuni effetti collaterali ematologici 2.
Anche I'IL-12 possiede una notevole attivita
antiallergica, fondamentalmente legata alla
sua capacita di indurre la differenziazione
linfocitaria in senso Thl. In modelli speri-
mentali animali, il trattamento con IL-12 ri-
combinante ha inibito la produzione di IgE
ed ha determinato una riduzione dell’infiam-
mazione eosinofila conseguente alla stimo-
lazione allergenica. Purtroppo, le indagini
cliniche preliminari, effettuate per valutare
gli effetti della somministrazione per via en-
dovenosa della IL-12 nell’uvomo, hanno rive-
lato una inaspettata tossicita, caratterizzata
da iperpiressia, anemia, linfopenia e neutro-
penia. Forse, tali problemi potrebbero essere
in futuro superati mediante la realizzazione
di preparazioni farmaceutiche somministra-
bili per via inalatoria, che consentirebbero
di sfruttare selettivamente a livello delle vie
aeree la potente azione inibitrice di questa
citochina sulla risposta linfocitaria Th2 e
sulla flogosi allergica.

Un effetto inibitorio sulle cellule Th2 ¢ in-
dotto anche dall’IFN-y, che riduce la sintesi
di IL-4 e IL-5 ed, impiegato per via aeroso-
lica in topi sensibilizzati, attenua I’infiltra-
zione polmonare eosinofila allergene-dipen-
dente . Tuttavia, somministrato attraverso
la stessa via a pazienti asmatici, ha causato
soltanto una lieve riduzione del numero de-
gli eosinofili presenti nel liquido di lavaggio
bronco-alveolare. Probabilmente, questi de-
ludenti risultati sono dovuti alle difficolta di
accesso della proteina inalata alle vie aeree
umane, dove evidentemente I’'IFN-y non
raggiunge una adeguata concentrazione a li-
vello dei target cellulari.

Inibitori delle chemochine

Le chemochine sono citochine chemiotat-
tiche di piccole dimensioni, sintetizzate da
cellule inflammatorie e strutturali, in grado

di indurre I’attivazione e la migrazione delle
cellule effettrici della risposta immunitaria
ed inflammatoria nei siti di flogosi. In rap-
porto alla disposizione dei residui di cistei-
na, situati all’estremo amino-terminale, sono
distinguibili quattro gruppi: CXC (a chemo-
chine), CC (B chemochine), CX3C (fractal-
chine) e C (linfotactine).

Alcune f chemochine, quali RANTES, MIP-
la, MCP-1,2,3 e 4 (monocyte chemotactic
peptides-1,2,3 e 4), eotassina 1 e 2, assumo-
no particolare rilevanza nella patogenesi del-
la flogosi asmatica per la loro capacita di in-
durre a livello delle vie aeree il reclutamento
selettivo e 1’attivazione di eosinofili, linfociti
Th2 e basofili.

Le chemochine esercitano la loro azione che-
miotattica interagendo con recettori a sette
domini transmembrana accoppiati a proteine
G. Sono stati identificati cinque recettori per
le « chemochine (CXCR1-CXCRS5), nove re-
cettori per le  chemochine (CCR1-CCR9),
un recettore per le fractalchine (CX,CR1) e
per le linfotactine (XCR1). Questi recetto-
ri presentano una espressione differenziata
su vari tipi cellulari in quanto gli eosinofili
esprimono CCR1 e CCR3, i basofili CCR3 e
CCR4, i linfociti Th2 CCR3 e CCR4, men-
tre CXCR3 ¢ ristretto ai linfociti Th1. Alcuni
recettori interagiscono selettivamente con un
solo ligando, altri sono promiscui e mediano
gli effetti di piu chemochine.

Ai fini di un potenziale intervento nel trat-
tamento dell’asma, assume preminente im-
portanza il recettore CCR3, specifico per
I’eotassina ed anche in grado di legare le
altre piu importanti chemochine eosinofilo-
tattiche (RANTES, MCP-3 ed MCP-4). Lo
sviluppo di specifici antagonisti del recetto-
re CCR3, interferendo con il reclutamento
di eosinofili, basofili e linfociti Th2, ma non
Th1, potrebbe quindi risultare notevolmente
vantaggioso nel controllo della flogosi asma-
tica.

A tal fine, sono state esplorate strategie di-
verse: anticorpi monoclonali CCR3-bloc-
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canti; chemochine modificate all’estremita
amino-terminale quali Met-RANTES, in
grado di legarsi al recettore senza trasdurre il
segnale; inibitori sintetici non-peptidici. Le
prime esperienze effettuate hanno dato risul-
tati interessanti anche per quanto concerne
la sicurezza, tenuto conto che I’espressione
di CCR3 ¢ ristretta ad eosinofili, basofili e
linfociti Th2.

Inibitori delle citochine

e chemochine nella
broncopneumopatia cronica
ostruttiva

I farmaci attualmente disponibili per il trat-
tamento della BPCO hanno dimostrato una
scarsa efficacia nel risolvere I’infiammazio-
ne cronica delle vie aeree e nel prevenire la
distruzione del tessuto polmonare e 1’asso-
ciato declino funzionale. C’¢ pertanto una
urgente necessita di terapie maggiormente
efficaci indirizzate specificamente verso le
principali componenti cellulari e molecolari
implicate nella patogenesi della malattia *°.
Fra i nuovi approcci farmacologici, I’inibi-
zione di alcune citochine e chemochine ha
dimostrato interessanti risultati ed & auspica-
bile che questa strategia possa fornire in un
prossimo futuro pil efficaci strumenti tera-
peutici per la BPCO.

Inibitori di tumor necrosis factor «

Il TNF-a, cosi come per 1’asma, anche nella
BPCO rappresenta una citochina pro-infiam-
matoria di estrema rilevanza patogenetica.
Essa esplica numerosi effetti inflammatori
ed ¢ particolarmente importante per la mi-
grazione e 1’attivazione delle cellule flogi-
stiche soprattutto dei neutrofili. Nei pazienti
con BPCO sono state riscontrate alte con-
centrazioni di TNF-« nell’espettorato indot-
to e nel plasma, ed inoltre elevate quantita
di mRNA di TNF-a sono state evidenziate
nella muscolatura scheletrica. D’altra parte,

la grave perdita di massa muscolare che si
realizza in molti pazienti con BPCO puo de-
rivare dall’apoptosi delle cellule muscolari
scheletriche indotta dal TNF-«. Polimorfi-
smi genici per questa citochina si associano
ad un aumento di incidenza della BPCO e ad
una prognosi piu severa della malattia.

In rapporto al suo rilevante ruolo patogeneti-
co, il TNF-a rappresenta un target molecolare
di notevole interesse per lo sviluppo di nuove
strategie terapeutiche nella BPCO. Tuttavia,
i dati relativi all’efficacia sui farmaci inibito-
ri del TNF-« in questa patologia sono ancora
scarsi. In uno studio randomizzato control-
lato, condotto in 22 pazienti fumatori con
BPCO, ¢ stato dimostrato che il trattamen-
to con infliximab non produce significativi
miglioramenti dei sintomi respiratori, della
qualita della vita e dei parametri di funzio-
nalita respiratoria 3'. Pill recentemente, in
uno studio simile condotto su oltre duecento
pazienti, ¢ stata confermata la mancanza di
efficacia dell’infliximab su diversi parame-
tri, comprese le riacutizzazioni respiratorie.
Inoltre, in questa indagine ¢ stata eviden-
ziata una maggiore incidenza, anche se non
statisticamente significativa, di neoplasie e
infezioni polmonari nei pazienti trattati con
infliximab rispetto a quelli trattati con place-
bo 32. In uno studio osservazionale, condotto
su un alto numero di pazienti affetti sia da
artrite reumatoide che da BPCO, ¢ stata di-
mostrata una riduzione del 50% delle ospe-
dalizzazioni per BPCO nei pazienti trattati
con etanercept, mentre nessun effetto ¢ stato
osservato in quelli trattati con infliximab *.
Ulteriori studi su casistiche pill ampie si ren-
dono necessari, sia al fine di definire meglio
I’efficacia degli inibitori del TNF-q, sia per
verificare con maggiore accuratezza la sicu-
rezza d’impiego di questi composti.

Inibitori di IL-1

Il fumo di sigaretta ed il lipopolisaccaride
(LPS) stimolano i macrofagi e le cellule epi-
teliali a produrre IL-1, che a sua volta induce
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la produzione di TNF-« da parte dei macro-
fagi. Le strategie anti-IL-1 comprendono
I’uso dell’antagonista solubile endogeno per
il recettore di IL1 (sIL-1Ra), anticorpi diretti
verso il recettore di IL-1, proteine di lega-
me per IL-1 (IL-1 Trap), anticorpi anti-IL-1§
(CDP 484) ed inibitori dell’enzima di con-
versione di IL-1f (ICE). Un antagonista ri-
combinante del recettore di IL-1 (anakinra),
gia approvato per il trattamento dell’artrite
reumatoide, ¢ stato utilizzato in pazienti con
BPCO, ed i primi risultati sembrano eviden-
ziare un aumentato rischio di infezioni batte-
riche polmonari *.

Inibitori delle chemochine

Numerose chemochine, appartenenti soprat-
tutto alle famiglie della CC e CXC chemo-
chine, giocano un ruolo chiave nella patoge-
nesi della BPCO modulando il reclutamento
e I’attivazione di importanti cellule infiam-
matorie (neutrofili, macrofagi e linfociti T
CD8+). Pertanto, gli inibitori di queste che-
mochine o gli antagonisti dei loro recettori
rappresentano un target farmacologico di
elevato interesse terapeutico.

Al fine di ridurre la chemiotassi neutro-
fila assume rilevanza [I’inibizione delle
CXC chemochine IL-8 (CXCL8) ¢ GRO-«
(growth-related oncoprotein-o. 0 CXCL1) o
dei loro recettori CXCR1-2. La IL-8 ¢ ipe-
respressa nella BPCO ed i suoi livelli nel-
I’espettorato correlano con la gravita della
malattia. L'uso di un anticorpo monoclonale
verso IL-8 (ABX-IL-8) ¢ stato sperimenta-
to recentemente in pazienti con BPCO *.
Sebbene questo anticorpo abbia attenuato
I’entita della dispnea, esso non ha migliorato
significativamente la funzionalita polmona-
re, la qualita della vita e la performance del
test del cammino. Un’altra strategia per ri-
durre la chemiotassi neutrofila, attualmente
in fase di valutazione, ¢ quella di bloccare
i recettori per IL-8, in particolare CXCR?2,
avvalendosi di antagonisti non peptidici di
piccole dimensioni.

La migrazione dei monociti/macrofagi nel
polmone dei pazienti con BPCO ¢ in gran
parte mediata dalle CC chemochine ed in
particolare da monocyte chemoattractant
protein 1 (MCP-1 o CCL2) che agisce sul
recettore CCR2, e da macrophage inflam-
matory proteins 1o (MIP-1 « o CCL3) e 1p
(MIP-1 p 0 CCL4) che agiscono sul recettore
CCRS. Sia le CC chemochine che i loro re-
cettori sono altamente espressi sui macrofa-
gi e sulle cellule epiteliali dei pazienti con
BPCO e pertanto rappresentano un target
interessante per lo sviluppo di piccole mole-
cole antagoniste.

Infine, in considerazione della ricca presenza
di linfociti T CD8+ nei polmoni dei pazienti
con BPCO e del possibile ruolo patogeneti-
co che queste cellule hanno nello sviluppo di
enfisema, pud essere considerata un valida
strategia quella di inibire il recettore CXCR3
ed il suo ligando CXCL10 o IP-10 (interfe-
ron inducible protein-10) entrambi altamen-
te espressi nelle vie aeree periferiche dei pa-
zienti con BPCO *¢.
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Introduzione

L’immunoterapia specifica o ITS consiste
nel somministrare quantita crescenti della
sostanza (allergene) che provoca nel sog-
getto le manifestazioni cliniche di allergia,
ossia I’asma o la rinite. Lo scopo & appunto
quello di rendere il paziente follerante ver-
so tale allergene, o meglio, di desensibiliz-
zarlo. La storia dell’ITS comincia nel 1911,
con i primi tentativi empirici di ITS per la
febbre da fieno !. Iapproccio era intuitiva-
mente quello di vaccinare il paziente pro-
prio come si faceva per le malattie infettive.
In effetti, pur non conoscendo i meccanismi
dell’allergia, i risultati ottenuti furono favo-
revoli. Da allora ’'ITS nella sua forma sot-
tocutanea (SCIT) ¢ stata largamente utiliz-
zata, talvolta anche in maniera non corretta
o non adeguata %. Il generale processo di
revisione critica, durato per tutta la seconda
meta del ’900, € culminato nel 1998 con la
pubblicazione di un documento dell’Orga-
nizzazione Mondiale della Sanita 3, il quale
stabilisce validita, limiti e regole di impie-
go dell’immunoterapia, basandosi esclusi-
vamente su dati scientifici comprovati. A
causa dei problemi di sicurezza, a partire
dagli anni "90 sono state proposte altre vie
di somministrazione (non iniettive), tra le
quali quella sublinguale (SLIT) ha rapida-
mente acquisito conferme scientifiche ed

¢ attualmente considerata una ragionevole
alternativa alla SCIT *3.

11 principale meccanismo di azione dell’'ITS
¢ la regolazione della risposta dei linfociti T-
helper (Th) all’allergene *¢. Verosimilmente
attraverso le cellule T regolatorie, I'ITS ri-
direziona la risposta di tipo Th2 (allergica)
verso una risposta Thl (normale risposta al
non-self) (Fig. 1). Il risultato ¢ che 'I'TS non ¢
un trattamento sintomatico, ma un modulato-
re della risposta biologica. La sua azione non
¢ quindi immediata come per i farmaci, ma
richiede alcuni mesi per esplicarsi. Inoltre, a
differenza dei farmaci, ’ITS mantiene 1’effi-
cacia anche per anni dopo la sospensione e
modifica la storia naturale della malattia 7.
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Figura 1. Schema dei possibili meccanismi del-
I'ITS (APC: antigen presenting cell; IFN: interfe-
ron; TGF: tumor growth factor; Treg: linfocita T
regolatorio).
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Attualmente, I'ITS ¢ utilizzata, sempre in
associazione ai farmaci, nel trattamento del-
I’asma, della rinite e dell’allergia a veleno
di imenotteri **'°. Sia nella forma sottocuta-
nea tradizionale, che nella pit nuova SLIT,
I’estratto allergenico o vaccino viene sommi-
nistrato per un certo periodo a dosi crescenti
(build-up), fino al raggiungimento della dose
massima tollerata (mantenimento) che si som-
ministra una volta al mese nella forma iniettiva
e a giorni alterni o giornalmente nella forma
sublinguale. La somministrazione iniettiva, se
correttamente effettuata, € relativamente sicu-
ra anche se esiste un residuo rischio di rea-
zioni gravi o fatali, mentre la SLIT ha un mi-
glior profilo di sicurezza ed ¢ autogestita dal
paziente. In entrambi i casi, la prescrizione (e
la somministrazione) dovrebbe essere sempre
affidata allo specialista (Tab. I).

La sempre piu dettagliata conoscenza dei

meccanismi della reazione allergica, I’in-
dividuazione delle cellule regolatorie, di
recettori e citochine, in associazione con la
biologia molecolare e I’ingegneria genetica,
hanno consentito di esplorare nuove e sem-
pre piu sofisticate forme di immunoterapia,
nelle quali il determinante comune rimane
comunque la somministrazione dell’aller-
gene. Tali nuove forme coinvolgono sia la
modalita di somministrazione, sia la prepa-
razione farmaceutica, sia la composizione
del vaccino (Fig. 2).

Le nuove formulazioni
per la somministrazione

Per ovvi motivi, una delle principali linee di
ricerca per il miglioramento dell’ITS ¢ sem-
pre stata quella di una piu tollerata e sicura

Tabella 1. Punti chiave dell’immunoterapia allergene specifica.

Meccanismi

L'ITS & un trattamento immunomodulante che agisce su diversi punti della

risposta immunitaria agli allergeni. Riequilibra lo shilanciamento Th2/Th1.
Leffetto si ha quindi nel medio-lungo termine. E specifica per I'allergene e

non per il sintomo
Associazione
con i farmaci
Effetti che i farmaci
non hanno
Indicazioni accertate
Somministrazione

dualmente il loro uso

Sottocutanea (SCIT).
Sublinguale (SLIT).

Non sostituisce i farmaci, ma si associa ad essi con lo scopo di ridurre gra-

Mantiene I'efficacia per anni dopo la sua sospensione. Previene I'insorgenza
di nuove sensibilizzazioni. Riduce il rischio di sviluppare asma
Allergia a veleno di imenotteri, allergia al lattice. Allergia ad inalanti

Intranasale (LNIT). Solo per la rinite. Sempre meno utilizzata

Sicurezza

L'ITS iniettiva se ben praticata ed avendo a disposizione i presidi per il tratta-

mento dell’anafilassi e delle gravi reazioni & da considerarsi sicura.
Non ¢i sono segnalazioni di avversi gravi o fatali con la SLIT

Inizio, durata e
monitoraggio

L'ITS si inizia 2-4 mesi prima della stagione pollinica. Nel caso di allergeni
perenni non esiste un periodo specifico per I'inizio. La durata ottimale & di 3-5

anni. Il monitoraggio di efficacia & solo clinico (sintomi e uso di farmaci)

Principali
raccomandazioni

Accertare il meccanismo IgE mediato e il ruolo causale dell’allergene. Usare
solo vaccini standardizzati e di comprovata efficacia. Nel caso dell’lTS iniet-

tiva valutare sempre il paziente e le eventuali pregresse reazioni e tenere in
osservazione per 30 minuti.
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Prospettive per
L'lmmunoterapia (SCIT/SLIT)

Allergia alimentare

HUDWVE INDICAZION! Allergia a lattice

Liposomi
FORME

FARMACEUTICHE

Dermatite atopica

Imiezione Biolistica
Sostanze mutoadesive

Aszsociazione con Anti IgE

ADIUWANTI

Derivati di parete batterica
DMA procanota

Ricombinanti purificati
RECOMBINANTI' |soforme ipoallergeniche

ENGINEERED F'EF]'!.IEII

Proteine chimeriche {constructs)

c=DMA

VACCINAZIONE GENICA Plasmidi

Figura 2. Le prospettive per I'lTIS.

formulazione farmaceutica. In questo senso,
i liposomi sembrano essere molto promet-
tenti in quanto membrane fosfolipidiche
“fisiologiche” che consentono un rilascio
controllato dell’allergene. Inoltre, i liposomi
possono anche agire da adiuvanti se oppor-
tunamente formulati ''. Attualmente esiste
un solo studio nell’uomo controllato e ran-
domizzato con allergene degli acari incapsu-
lato in liposomi. Tale studio ha dimostrato
un’efficacia paragonabile all’ITS tradiziona-
le, con pochissimi effetti collaterali ed una
riduzione addizionale della broncoreattivita
non specifica 213, Un’altra interessante pro-
spettiva ¢ rappresentata dall’iniezione senza
ago, grazie ad un apposito flusso molecolare
ad altissima pressione (tecnica biolistica).
Tale tecnica ¢ stata gia applicata ad altri tipi
di vaccinazione ' e solo di recente & stata
proposta in un modello animale per I'ITS. In

Repliconi

tale modello, la somministrazione biolisti-
ca ¢ stata in grado di indurre un’efficiente
deviazione Th2 > Thl . Infine, per quanto
riguarda la via sublinguale, un potenziale
miglioramento potrebbe essere costituito
da sostanze bioadesive, che aumentano il
tempo di permanenza dell’allergene sulle
mucose 'S.

Immunoterapia con adiuvanti

Gli adiuvanti sono molecole solitamente
inorganiche o piccole molecole organiche
prive di potere antigenico di per s¢, ma in
grado di potenziare la risposta immunitaria
quando somministrate insieme ad un antige-
ne 7. Nell’immunologia classica si utilizza-
no come adiuvanti lisati batterici o emulsio-
ni oleose. Tuttavia, per ’utilizzo umano, un
adiuvante dovrebbe essere non tossico, non
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irritante, non immunogeno e soprattutto ca-
pace di indurre una risposta di tipo Thl, se
somministrato assieme ad un allergene. Po-
tenziando 1’effetto dell’allergene, ci si aspet-
ta di doverne somministrare quantita minori.
In questo senso sono stati fatti diversi ten-
tativi, di cui alcuni hanno portato a buoni
risultati clinici 8.

Adiuvanti batterici

Uno degli adiuvanti scoperti di recente e
quindi utilizzati per I'ITS ¢ derivato dalla
parete batterica di una Salmonella non pa-
togena (Salmonella Minnesota) ed & deno-
minato monophosphoril-lipid A (MPLA). 11
MPLA non ¢ tossico ne irritante e produce
un’intensa risposta Thl sia nell’animale che
nell’uomo "%, Esiste uno studio randomiz-
zato e controllato nell’uomo in cui la som-
ministrazione di solo 4 iniezioni di ITS per
graminacee con MPLA ¢ stata dimostrata ef-
ficace almeno quanto I'ITS tradizionale nel
ridurre 1 sintomi di oculorinite ', con la con-
temporanea induzione delle tipiche modifi-
cazioni immunologiche 2. Per tale prodotto,
che ¢ gia attualmente in commercio, esiste
anche uno studio in aperto nei bambini ed
adolescenti 2.

Adiuvanti a base di DNA

Circa 10 anni fa, nel corso di esperimenti di
transfezione nell’animale, venne osservato
che la somministrazione di plasmidi costi-
tuiti da DNA batterico aveva un potentissi-
mo effetto Thl inducente ?*. Responsabili
dell’effetto adiuvante sono particolari brevi
sequenze di DNA tipiche della cellula pro-
cariota e chiamate ISS-ODN (immunostimu-
latory sequences-oligodeoxynucleotide *).
Tali sequenze sono riconosciute dal toll like
receptor 9 delle cellule dendritiche e sono
responsabili dell’attivazione della risposta
Th1 ai batteri nel contesto dell’immunita in-
nata 2%, Venne immediatamente prospettato
I'utilizzo dei ISS-ODN come adiuvanti per
I’ITS ed infatti fu rapidamente sintetizzato

un coniugato di allergene maggiore di am-
brosia (Amb a 1) e ISS-ODN ?’. Tale allerge-
ne DNA adjuvanted ¢ stato dimostrato capa-
ce di indurre risposta Th1 anche nell’uomo,
con buon profilo di sicurezza 2. Di recente &
stato pubblicato il primo trial clinico rando-
mizzato e controllato, condotto in 25 adulti
con allergia all’ambrosia ¥. In tale studio, il
trattamento prestagionale con il coniugato
Amb a 1-ISS-ODN ha causato una netta ri-
duzione dei sintomi e del consumo di farma-
ci, non solo nella stagione pollinica imme-
diatamente seguente la somnministrazioine,
ma anche nella stagione pollinica dell’anno
successivo.

Adiuvanti sintetici

In parallelo agli studi su adiuvanti biologici,
vengono effettuate anche ricerche su adiu-
vanti pill semplici e meno costosi. Uno dei
pit promettenti per la futura sperimentazio-
ne umana sembra essere un particolare tipo
di adenina modificata chimicamente, che €
in grado, almeno in vitro, di riequilibrare la
risposta immunitaria in senso Th1 *,

Immunoterapia con peptidi
allergenici

Il razionale di questo approccio sta nel fatto
che le IgE specifiche riconoscono I’allerge-
ne nella sua conformazione tridimensionale,
ossia come molecola completa, mentre le
antigen presenting cells ed 1 linfociti T rico-
noscono solo alcune sequenze lineari della
proteina. Pertanto, se invece di somministra-
re la proteina allergenica completa si sommi-
nistrano solo dei peptidi rilevanti, non si ha
piu I’attivazione della reazione IgE mediata
pur mantenendo 1’efficacia immunogena.
Esistono peraltro dimostrazioni in modelli
sperimentali che opportune miscele di pep-
tidi da allergene inducono una inattivazione
funzionale dei T linfociti 3. T primi tentativi
nell’uomo sono stati effettuati con miscele di
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peptidi derivati dall’allergene del gatto Fel d
1 somministrati a dosi variabili tra 7,5 e 750
mcg per iniezione *>¥, Inaspettatamente, in
tali studi, ’efficacia clinica risultava abba-
stanza marginale a fronte di numerosi effetti
collaterali anche gravi. Gli studi successi-
vi, che utilizzavano invece miscele diverse
di peptidi parzialmente overlapping hanno
fornito risultati clinici incoraggianti e hanno
mostrato una buona tollerabilita **¥. Esisto-
no anche alcuni studi iniziali con peptidi de-
rivati dall’allergene maggiore dell’ape (Api
m 1) che hanno dato risultati buoni anche se
assolutamente preliminari 3.

Allergeni ricombinanti, modificati
e chimerici

Gli estratti commerciali per la diagnostica
e I'ITS, ancorché standardizzati, sono mi-
scele eterogenee che contengono sia pro-
teine allergeniche sia proteine non rilevanti
dal punto di vista immunologico. Grazie ai
progressi della biologia molecolare e del-
I’ingegneria genetica ¢ oggi possibile sin-
tetizzare quasi tutti i maggiori allergeni in
forma estremamente purificata. In linea di
principio questo consente di somministrare
per I'ITS solo gli allergeni responsabili della
patologia (tailored immunotherapy). Nono-
stante vi siano numerosi studi di base sugli
allergeni ricombinanti %, il loro utilizzo cli-
nico ¢ stato introdotto solo negli ultimi due
anni. Uno studio randomizzato e controllato
con ’allergene maggiore di betulla ha dimo-
strato una riduzione della risposta cutanea
nell’'uvomo associata ad una riduzione della
degranulazione dei basofili- *!. Un’altro stu-
dio clinico controllato con una miscela di
quattro allergeni ricombinanti da gramina-
cee ha fornito incoraggianti risultati clinici,
anche se non superiori a quelli ottenuti con
I’ITS tradizionale in termini sia di efficacia
che di sicurezza *2. I approccio molecolare
consente inoltre di sintetizzare allergeni mo-

dificati rispetto alla forma nativa e che quin-
di abbiano minor capacita di legare le IgE
(hypoallergenic isoforms). Tale risultato pud
essere ottenuto con tecniche sofisticate come
la site directed mutagenesis *.

La prospettiva pill interessante, sebbene
ancora futuribile, ¢ quella di vaccinare non
con I’allergene ma con i geni che codificano
per I’allergene stesso in modo che le cellule
dell’organismo producano da sole piccole
quantita dell’allergene stesso. Questo puo
essere fatto utilizzando i cosiddetti repliconi,
che contengono sia il gene da replicare sia la
DNA replicasi. Al momento I’efficacia im-
munologica dei repliconi & stata dimostrata
solo in modelli animali . Infine, la biologia
molecolare consentirebbe di sintetizzare an-
che proteine chimeriche che contengono gli
epitoti di allergeni diversi. In tal caso baste-
rebbe somministrare una sola proteina anche
a soggetti sensibilizzati a piu allergeni. Al
momento ¢ stata sintetizzata una proteina
chimerica che contiene parte degli allergeni
di betulla e di graminacee, e che ha dimo-
strato consistenti effetti immunologici nel-
I’animale .

Nuove indicazioni

Concludiamo questa rassegna sulle prospet-
tive dell’ITS con un cenno essenzialmente
clinico, riguardante le possibili indicazioni
estese dell’ITS, indipendentemente dalla for-
ma in cui la si somministra. Nelle linee guida
internazionali * & chiaramente specificato che
I'ITS ha indicazione solo nelle allergopatie
respiratorie e da veleno di imenotteri. Tutta-
via, negli ultimi anni sono stati prodotti studi
clinici riguardanti I’'impiego di ITS in altri tipi
di patologia allergica. I primi studi sono stati
condotti con il lattice di gomma, ed in questo
caso alcune ITS commerciali sia iniettiva che
sublinguale sono gia disponibili e utilizzate
anche se limiti ed indicazioni non sono an-
cora completamente definiti *-°. L’utilizzo
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dell’ITS nell’allergia alimentare ¢ invece piu
controverso, soprattutto perché con la via sot-
tocutanea si possono verificare reazioni anche
gravi. Il problema sembra poter essere ovvia-
to con I'ITS sublinguale, che ha notoriamente
un profilo di sicurezza molto favorevole. A
questo proposito ricordiamo che ¢ stata se-
gnalata di recente ’efficacia clinica di SLIT
per nocciola con incidenza contenuta di effet-
ti collaterali °'. Infine, i risultati dell’ITS nella
dermatite atopica estrinseca sono abbastanza
controversi, anche se si segnala in generale un
effetto favorevole ma molto variabile. Cio ¢
probabilmente dovuto al fatto che alcuni de-
gli studi sono stati condotti per periodi brevi
o solo nell’adulto *2. Con ITS sublinguale
per acari della polvere protratta per 18 mesi
si sono invece ottenuti risultati decisamente
favorevoli nel bambino affetto da dermatite
atopica lieve-moderata >
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Introduzione

L’asma ¢ ritenuta una malattia in cui si as-
sociano e si intrecciano in modo dinamico
eventi flogistici acuti, cronici e di rimodella-
mento delle vie aeree. L’ inflammazione del-
le vie aeree permane anche durante i periodi
di remissione dei sintomi e la sua persistenza
¢ riconducibile alla flogosi bronchiale cro-
nica. La stretta interdipendenza degli eventi
inflammatori delle vie aeree nell’asma ob-
bliga ad utilizzare strategie terapeutiche che
comprendano I’uso di farmaci attivi sia sulla
fase acuta che su quella cronica del processo
infiammatorio .

Esistono pero espressioni d’asma grave in
cui ’ostruzione bronchiale permane nono-
stante I’uso razionale della terapia farmaco-
logica ad alte dosi ' Ben vengano quindi
nuovi trattamenti. Attualmente ¢ disponibile,
per il trattamento dell’asma allergico grave,
anche 1’omalizumab, costituito da anticorpi
anti-IgE monoclonali che nel soggetto ato-
pico inibiscono D’attivita proinfiammatoria
degli anticorpi IgE 1314,

Le IgE rappresentano da sempre I’elemento
caratteristico e distintivo della reazione aller-
gica. E noto che la sequenza allergene-IgE-
mastocita ¢ il frigger primario delle reazioni
allergiche: la degranulazione IgE-mediata
dei mastociti da inizio alla reazione precoce

(early phase) ed innesca il processo che porta
alla fase tardiva e, se persiste lo stimolo, al-
I’infiammazione ed al remodeling tessutale. 11
soggetto atopico ¢ caratterizzato dalla produ-
zione abnorme e continua di IgE specifiche,
che sono responsabili dell’innesco delle rea-
zioni. Inoltre, al di la della reazione allergica
¢ ben noto che le IgE sono in qualche modo
sempre legate all’asma, indipendentemente
dalla loro specificita e dalla presenza di aller-
gia clinicamente manifesta "7, Per tale moti-
vo, le IgE sono state fin da subito considerate
il bersaglio ottimale per un approccio con an-
ticorpi monoclonali specifici, ed infatti 1’anti
IgE ¢ stato il primo ad essere sviluppato per il
trattamento dell’asma.

La storia dell’anti IgE comincia circa 15 anni
fa 182° La tecnologia di allora non era avan-
zata come ai giorni nostri, e quindi lo svilup-
po di un anticorpo monoclonale dotato delle
caratteristiche ottimali di affinita, sicurezza e
farmacodinamica richiese alcuni anni e nu-
merosi tentativi. Il primo anticorpo anti IgE
ad essere sviluppato, denominato RHuMAb-
E25 %, era dotato di tutte le caratteristiche ot-
timali ed infatti venne sottoposto a tutte le fasi
preliminari di sperimentazione clinica, fino a
giungere alla commercializzazione. Il suo uso
nella terapia dell’asma allergico grave, dopo
molti studi clinici, ¢ stato approvato dalla
Food and Drug Administration negli USA
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Tabella I. Caratteristiche biologiche di omalizumab.
Si lega alle IgE circolanti ma non si lega ai recettori ad alta e a bassa affinita.
(FceRI e FceRll) per IgE presenti sulle cellule infiammatorie.

Forma complessi IgE-anti-IgE piccoli e inerti che vengono captati ed eliminati dal sistema reticolo-
istiocitario.

Non fissa il complemento né attraverso le vie classiche né alternative.

Riduce i livelli sierici di IgE, che non vanno quindi pit a fissarsi ai recettori cellulari e di conseguenza
non si determina pitl I'interazione allergeni-IgE e la conseguente degranulazione mastocitaria con la
liberazione di mediatori chimici gia sintetizzati né la sintesi di nuovi mediatori chimici.

Riduce le risposte infiammatorie bronchiali precoci e tardive verso gli aeroallergeni inalati e cio indi-
pendentemente dal tipo di sensibilizzazione, sia esso unico (soggetti monosensibili) che indotto da piu

allergeni (polisensibili).

nel 2003 e dall’equivalente istituto europeo
(EMEA) nel luglio 2005 (Tab. I). I’ Agenzia
Italiana del Farmaco (AIFA), ha approvato
anch’essa la limitazione all’uso nell’asma
grave unicamente per motivi di costo.Il nome
farmacologico attribuito a tale molecola ¢
quello di omalizumab (Xolair™).

Caratteristiche del farmaco

Omalizumab ¢ un anticorpo monoclonale
murino umanizzato non-anafilattogeno, che,
somministrato per via sottocutanea, in una
dose che ¢ in relazione al peso corporeo ed
al livello sierico di IgE totali, con un limite
fissato attualmente alle 700 UI/L, si fissa alle
IgE circolanti a livello del frammento defi-
nito C_3. Questo frammento € lo stesso con
cui queste immunoglobuline si legano, nel
soggetto allergico, ai recettori cellulari delle
cellule infiammatorie 2.

Dopo la somministrazione sottocutanea di
omalizumab la concentrazione sierica di IgE
circolanti si riduce, dopo circa un’ora e per
circa tre settimane, a livelli fino al 90-95%
del valore basale. Omalizumab forma picco-
li immuncomplessi (trimeri od esameri) che
vengono rapidamente eliminati dal sistema
reticoloendoteliale ?'**. Occorre ricordare

che a ridursi sono le IgE libere circolanti. I
sistemi commerciali di dosaggio delle IgE
(PRIST) non sono in grado di distingure le
IgE libere da quelle complessate con oma-
lizumab e pertanto puo accadere che in corso
di terapia il valore del PRIST aumenti .

1l risultato finale della somministrazione di
omalizumab & che i mastociti e le altre cel-
lule non hanno piu IgE sulla membrana cel-
lulare e vengono quindi impediti gli eventi
conseguenti alle reazioni allergiche IgE-di-
pendenti che portano alla degranulazione
mastocitaria ed alla successiva liberazione
di mediatori chimici proinfiammatori, sia
preformati che di neosintesi.

L attivita terapeutica di omalizumab ¢ indi-
pendente dal tipo di sensibilizzazione aller-
gica, sia che essa sia ridotta da allergeni di
tipo stagionale come i pollini allergenici, che
perenne (acari della polvere, forfora di ani-
mali domestici, miceti). E indipendente an-
che dal fatto che 1’allergene sensibilizzante
sia unico od associato ad altri, come avviene
nei casi di polisensibilizzazione. Se un pa-
ziente soffre, oltre che di asma bronchiale,
anche di rinite o di altra espressione allergi-
ca IgE-mediata, comprese quelle da alimen-
ti, vede migliorare anche i sintomi collegati.
Omalizumab inibisce anche la risposta aller-



LA TERAPIA CON OMALIZUMAB DELL’ ASMA BRONCHIALE ALLERGICO

Tabella Il. Aspetti clinici, relativi all’efficacia ed alla tollerabilita di omalizumab nella terapia dell’asma
bronchiale allergico.

Migliora i sintomi asmatici e riduce la frequenza e I'intensita delle riacutizzazioni broncoostruttive, in-
dipendentemente dal tipo di sensibilizzazione allergica, sia essa di tipo stagionale (pollini) che perenne
(allergeni liberati dagli acari della polvere, dalla forfora di animali a pelo, etc.).

Puo essere utilizzato sia nei soggetti con sensibilizzazione ad uno (monosensibili) che a piu allergeni
(polisensibili).

Nei soggetti affetti oltre che da asma anche da rinite, congiuntivite ed allergia alimentare a patogenesi
IgE- mediata, migliora anche questa sintomatologia.

Riduce la necessita di utilizzare o di aumentare il dosaggio di farmaci antiasmatici quali i corticosteroidi
ed i B,-stimolanti.

Riduce il numero delle ospedalizzazioni.

Non & controindicata la somministrazione associata con I'immunoterapia specifica, dal momento che
omalizumab agisce a livelli differenti della risposta immunitaria.

Semplifica il controllo dell’asma con solo una o due iniezioni sottocutanee mensili.

Migliora la qualita della vita dei pazienti asmatici, aumentando nel lungo periodo il controllo della sin-
tomatologia.

Garantisce una buona sicurezza nel lungo periodo . Pud determinare una riduzione della mortalita per
asma dal momento che si ritiene che la gravita dell’asma sia collegata alla concentrazione dei recettori

per IgE ad alta affinita e questa concentrazione viene ridotta dall’'omalizumab.

gica cutanea nonché la reazione immediata
e quella tardiva delle vie aeree agli stimoli
allergenici %%,

E stato infine osservato che la somministra-
zione protratta per mesi di omalizumab ¢ in
grado di inibire la sintesi dei recettori cellu-
lari per IgE, che riprende perd dopo la so-
spensione della terapia * e che il farmaco ha
azioni antinflammatorie a spettro pitt ampio
di quanto farebbe supporre il suo meccani-
smo primario di azione *°3!,

In generale, si avvantaggiano dell’uso di
omalizumab le patologie IgE-mediate sia re-
spiratorie che cutanee ed alimentari.

Gli studi clinici: efficacia e
sicurezza

Esistono oramai numerosissimi trials clinici
randomizzati e controllati in doppio cieco,

sia su adulti che su soggetti di eta pedia-
trica affetti da asma moderato-severo 3.
Essi hanno invariabilmente dimostrato che il
trattamento add-on con omalizumab ¢ effi-
cace nel ridurre il numero e I’intensita delle
esacerbazioni asmatiche nonché I'uso di f3,-
agonisti e di corticosteroidi *%. Lo studio
registrativo piu recente, definito INNOVA-
TE (Investigation of Omalizumab in severe
Asthma Treatment) condotto al fine di valu-
tare 1’utilita e la sicurezza della terapia con
anti-IgE nell’asma grave, ha definitivamente
confermato che omalizumab ¢ in grado di
ridurre in modo significativo la frequenza
delle esacerbazioni asmatiche *'. E da notare
il fatto significativo che 1’effetto sulle esa-
cerbazioni e sul controllo dell’asma ¢ tanto
piu evidente quanto piu I’asma ¢ grave e la
funzione respiratoria & compromessa *2. Co-
rollario di questi risultati sperimentali ¢ che
la qualita della vita dei pazienti con asma
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Tabella lll. Indicazioni all’impiego clinico di omalizumab.

Indicazione elettiva

Asma allergica grave (fase IV) e non controllata nonostante

terapia massimale

Indicazioni secondarie

Rinite allergica

Associazione rinite-asma non grave

Allergia a lattice o imenotteri

Indicazioni possibili

Allergia alimentare a rischio di anafilassi

Associazione con immunoterapia

Asma non allergica o con basse IgE

Indicazioni da esplorare

Sindromi da iper-Igk
Dermatite atopica

S.di Churg-Strauss

severa e non controllata, migliora significati-
vamente in tutti i suoi aspetti “**. Sono sta-
ti condotti anche studi clinici randomizzati
nella rinite allergica 7 e tutti hanno con-
fermato I’efficacia dose-dipendente di oma-
lizumab sui sintomi. Tuttavia, € da ricordare
che per quanto riguarda la rinite allergica
esistono considerazioni di ordine economico
(rapporto costo/beneficio) che ne limitano
I’indicazione *.

Per quanto concerne la sicurezza di impie-
go, esistono numerose revisioni dei lavori
che indicano come gli effetti collaterali non
differiscano tra gruppi trattati con omalizu-
mab e gruppi placebo #, e simili osserva-
zioni sono state prodotte anche in ambito
pediatrico . Recentemente & stato osser-
vato in una popolazione ad alto rischio per
infestazione elmintica, che la somministra-
zione continuata di anti IgE non incrementa
la percentuale di infestazione né la risposta
alla terapia antielmintica 3'. Parimenti & da
ricordare che le segnalazioni di insorgenza
di sindrome di Churg-Strauss o insufficien-
za surrenalica a seguito di trattamento con
omalizumab ** sono da ascrivere non al far-
maco di per sé, ma alla brusca sospensione
dello steroide sistemico. Tale eventualita va
sempre tenuta presente, ricordandosi che

una volta ottenuto il miglioramentio clinico
dell’asma, la riduzione degli steroidi deve
essere graduale.

Posizionamento in terapia

Nel decidere il corretto posizionamento in
terapia e le indicazioni, occorre tenere conto
di almeno due fattori principali: da un lato
I’entita dell’effetto clinico e la sicurezza e
dall’altro i costi. Dai numerosi studi clinici
condotti nell’asma, emerge in maniera molto
chiara che I’entita dell’effetto & tanto mag-
giore quanto piu grave ¢ 1’asma. Altro dato
molto chiaro & che anti IgE riduce in manie-
ra significativa il numero di esacerbazioni
asmatiche e di esacerbazioni gravi (quelle
che richiedono il ricovero in pronto soccor-
so o in rianimazione). Per quanto riguarda i
costi, sono tuttora molto elevati, e si parla di
un costo di circa 10.000 $ per anno per un
trattamento a dosaggi medi. Risulta chiaro
quindi che omalizumab non & cost effective
in tutte le forme di asma, ma solo in quelle
pit gravi. Un piu formale e rigoroso studio
di farmacoeconomia *, che ha tenuto conto
del costo della terapia, di omalizumab, dei
ricoveri, etc., ha concluso che omalizumab
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diventa cost effective in pazienti che hanno
5 o pili ricoveri all’anno o ricoveri della du-
rata maggiore di 20 giorni. Senza arrivare a
tali estremi nella pratica clinica, si puo ra-
gionevolmente affermare che 1'uso di oma-
lizumab diventa vantaggioso quando i costi
totali dell’asma in un paziente (farmaci, ri-
coveri, visite extra, perdita di giorni lavorati-
vi) controbilanciano il costo dell’anticorpo e
riducono la mortalita 8. Pertanto, 'EMEA
e I’AIFA italiana hanno stabilito che il posi-
zionamento in terapia ¢ per il momento per
quei pazienti di eta superiore ai 12 anni, con
asma allergico grave e IgE totali tra 30 e 700
kU/L, che rimangono sintomatici o presenta-
no gravi esacerbazioni (stadio IV GINA) no-
nostante la terapia farmacologica massimale
ed ottimale.

Conclusioni e prospettive

In conclusione la nuova molecola disponi-
bile per la terapia dell’asma allergico gra-
ve costituisce una importante integrazione
della terapia farmacologica attualmente di-
sponibile e, pur essendo indicata per il trat-
tamento di tutte le allergopatie IgE mediate,
il suo uso ¢ previsto attualmente, per motivi
di costo, per il trattamento dell’asma aller-
gico grave *°. Sara utile verificare in futuro
se omalizumab ¢ utile anche per il tratta-
mento dell’asma intrinseco con alti livelli
di IgE e se potra essere utilizzato anche in
asmatici allergici con concentrazioni di IgE
sieriche superiori ai 700 UI/L. Rimangono
aperte, infine, numerose possibilita di im-
piego (Tab. III), come ad esempio I’associa-
zione con immunoterapia ® e 1’uso in pa-
tologie IgE-mediate o IgE correlate diverse
dall’asma, quali la dermatite atopica ', 1’al-
lergia alimentare a rischio di anafilassi % e
le vasculiti autoimmuni ®, per le quali sono
ad oggi disponibili solo segnalazioni isolate
ancorché positive.
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Cosa si intende per biomarcatori?

I biomarcatori o biomarkers sono parametri
biologici (cellule, molecole, geni, etc.) che
possono essere oggetto di misura e che con-
sentono di rilevare eventi (biochimici, mole-
colari, genetici, immunologici) a loro volta
in grado di influenzare, essere associati e/o
predire I’insorgenza e/o 1’evoluzione di una
malattia o di una condizione di rischio per lo
sviluppo di una patologia.

Intesi pertanto in un senso cosi lato, i biomar-
catori rappresentano un vastissimo campo di
studio della biologia e della medicina. E no-
stra intenzione restringere ovviamente il cam-
po trattando prevalentemente dei biomarcatori
pil utilizzati nella malattie infiammatorie del-
I’apparato respiratorio, sia che esse interessi-
no primariamente il parenchima polmonare,
ossia le pneumopatie diffuse interstiziali, sia
che si tratti di malattie infiammatorie delle
vie aeree. Per la trattazione dei biomarcato-
ri correlati a specifici campi di interesse (ad
esempio neoplasie, infezioni, etc.) si rimanda
il lettore ai capitoli corrispondenti.

I biomarcatori non sono certo una novita nel
campo della medicina respiratoria. Se intesi
come sopra riportato infatti cosa altro era (ed
¢ tuttora) se non un biomarcatore il riscontro
di bacilli acido-alcol resistenti nell’escreato
di un paziente con sospetta patologia tuber-
colare? Similmente, il riscontro sempre nel-

I’espettorato di cellule neoplastiche va an-
ch’esso considerato un biomarcatore, essendo
carico di significato clinico, considerazione
che vale anche per 1’esempio della tuberco-
losi. Quindi il concetto di ottenere un dato
“biologico” che possa integrare quelli ottenu-
ti con altre metodiche e confortare il clinico
nel processo diagnostico ed in generale nella
gestione del malato respiratorio, fa parte da
molto tempo del processo decisionale clinico
in Pneumologia. Cio che ha reso recentemen-
te molto interessante il campo di ricerca dei
biomarcatori & la messa a punto negli ultimi
anni di nuove metodiche di studio dell’appa-
rato respiratorio (es. la valutazione non inva-
siva di marcatori nell’aria espirata) associata
a nuove conoscenze bio-molecolari della pa-
togenesi di molte malattie respiratorie.

Va comunque sottolineato che la caratteri-
stica principale di un buon biomarcatore, ol-
tre alla sensibilita, specificita ed altre simili
proprieta bio-statistiche, ¢ quella di fornire
un dato che sia aggiuntivo ad altri dati ot-
tenuti con metodiche tradizionali (cliniche,
radiologiche, funzionali). In altre parole se
il biomarcatore semplicemente conferma
il dato che gia con altre metodiche ¢ certo
(non probabile) esso ¢ sostanzialmente inu-
tile, perlomeno da un punto di vista clinico,
ed essendo solitamente costoso, € in ultima
analisi dannoso per il nostro sistema sanita-
rio e quindi il suo impiego & da evitare, al di
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fuori di specifici protocolli di ricerca. Se al
contrario il biomarcatore ¢ in grado di farci
giungere ad una conclusione clinica (es. dia-
gnostica differenziale, follow-up di recidiva
di malattia, end-point surrogato di indice cli-
nico) in maniera pit rapida ed economica of-
frendoci un dato che precede quello ottenuto
con le metodiche tradizionali, allora esso &
“virtuoso”, utile al clinico ed il suo impiego
puo far risparmiare risorse e soprattutto tem-
po al sistema sanitario nel suo complesso,
ma specialmente ai pazienti.

Nel trattare 1’argomento del valore clinico dei
biomarcatori, dobbiamo anche considerare la
“storia naturale” di ogni biomarcatore: esso
viene solitamente scoperto od individuato in
un contesto sperimentale (es. per mezzo di la-
vori di ricerca di biologia base) e viene in se-
guito testato nelle varie patologie allo scopo di
individuare il suo campo di azione precipuo.
Questo processo di transizione dalla ricerca
alla clinica & lungo e faticoso. Necessita infatti
di molti passaggi: dalla standardizzazione alla
validazione della metodica, alla individuazio-
ne di valori di riferimento nelle varie popola-
zioni in studio (es. maschi-femmine, eta pedia-
trica-adulta-senile, fumatori-ex-fumatori-non
fumatori), a test clinici in raffronto ad altre
metodiche tradizionali, come sopra specifica-
to, allo scopo di mettere a fuoco le proprieta
bio-statistiche del biomarcatore nell’appro-
priato contesto clinico. Non sorprende, date
le difficolta insite in ciascuno dei passaggi ora
menzionati, che molti biomarcatori entusiasti-
camente candidati ad un largo impiego clinico
in realta siano rimasti delle speranze non avve-
ratesi, o meglio che la loro individuazione, per
vari motivi, non abbia portato in seguito ad un
impiego clinico praticabile su larga scala.
Questa distinzione tra biomarcatori con va-
lore di ricerca, numerosissimi, € biomarcato-
ri con un valore clinico, presenti in numero
limitato, va sempre ricordata in quanto fon-
damentale per la corretta gestione del dato
che ogni biomarcatore apporta nell’ambito
di una determinata condizione morbosa.

Quali sono i substrati da cui
identificare i biomarcatori in
Pneumologia?

Parlando di biomarcatori in campo respira-
torio ¢ perd necessario ed utile affrontare
I’argomento delle loro “fonti”, cio¢ la matri-
ce, substrato o campione biologico dal qua-
le sono identificati. A parte le sostanze che
sono identificate nel sangue periferico e nel-
’urina, substrati o liquidi biologici non certo
esclusivi della Pneumologia, i biomarcatori
respiratori sono isolati o identificati da sub-
strati particolari: il lavaggio broncoalveolare
(bronchoalveolar lavage — BAL), le biopsie
bronchiali, il liquido pleurico e la biopsia
pleurica, I’espettorato spontaneo o indot-
to (induced sputum — 1S), e I’aria espirata.
Questo perché la natura stessa dell’apparto
respiratorio rende da un lato necessario e
dall’altro problematico la individuazione di
biomarcatori il piu possibile rappresentativi
dei processi biologici che si svolgono al suo
interno. La conoscenza delle metodiche di
indagine biologica che sono alla base del-
I’identificazione dell’appropriato biomarca-
tore rappresenta quindi un necessario pre-
requisito per la comprensione della natura
stessa e delle potenzialita del biomarcatore.
Nei capitoli seguenti verranno esaminati in
dettaglio due substrati o matrici — IS ed esa-
lato condensato (exhald breath condensate
—EBC) — ed un biomarcatore contenuto nel-
I’aria esalata, I’ossido nitrico (NO). Pertanto
si rimanda ai suddetti capitoli per una tratta-
zione esaustiva di tali argomenti.

Quali sono le caratteristiche dei
vari substrati?

Interessante ¢ tuttavia il confronto tra le va-
rie metodiche, o meglio tra i vari approcci
utilizzati per ottenere biomarcatori in pa-
zienti con malattie respiratorie.

L’evoluzione della storia della medicina, in
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questo caso della storia della Pneumologia,
ha visto uno sviluppo che si potrebbe defi-
nire inusuale. Si ¢ infatti partiti ormai piu di
30 anni orsono da studi su substrati ottenuti
con metodiche invasive, come ad esempio il
BALY e si & giunti solo nell’ultimo periodo
a valutare, ri-valutare od ancor di pill scopri-
re biomarcatori ottenuti con metodiche semi
0 non invasive, come ad esempio I'IS ed i
marcatori nell’aria esalata >*.

Attualmente il BAL ¢ prevalentemente uti-
lizzato nelle pneumopatie diffuse interstizia-
li mentre i marcatori non-invasivi vengono
impiegati maggiormente nelle malattie cro-
niche delle vie aeree, sebbene anche lo scree-
ning oncologico e la valutazione dell’esposi-
zione a pneumotossici siano altri importanti
capitoli in quest’ambito. Esistono comunque
ampie aree di sovrapposizione nello studio
sperimentale di diversi biomarcatori su di-
versi substrati in molte malattie respiratorie,
come ad esempio I’impiego dell’IS per valu-
tare i linfociti T nella sarcoidosi o quello del
BAL nello studio della BPCO.

Nonostante queste differenze, i diversi su-
bstrati hanno almeno un punto in comune:
la potenzialita di individuare uno o piu bio-
marcatori utili non solo per favorire le nostre
conoscenze patogenetiche, ma anche come
ausilio nella gestione clinica dei malati re-
spiratori.

Dal confronto tra le varie metodiche emergo-
no tuttavia alcuni spunti di riflessione (Tab.
I). Tutte le metodiche o biomarcatori sono
state standardizzate grazie all’opera di task
forces nate dall’iniziativa di Societa Scienti-
fiche, in particolare ERS (European Respira-
tory Society) e ATS (American Thoracic So-
ciety) >'°. In Italia per la verita anche I’ ATPO
ed il gruppo di Studio Indagini Biologiche
ha dato un grosso contributo nella messa a
punto metodologica. Anche se I’EBC non ha
ancora visto una standardizzazione comple-
ta, cio ¢ facilmente giustificabile dato che &
I’ultimo nato nel suo genere. Dalla standar-
dizzazione derivano o fanno parte gli studi

di riproducibilita e validazione. La natura
del campione biologico o substrato ¢ ovvia-
mente diversa: liquida per BAL, IS e EBC (in
realta BAL ed IS contengono cellule, a dif-
ferenza di EBC che contiene solo mediatori
ed altre sostanze chimiche), gassosa per NO. I
biomarcatori con valore clinico riconosciuto,
nonostante ne siano stati proposti molti, sono
in realtd in numero molto limitato. Per il BAL
la conta cellulare differenziale ¢ considerata
necessaria nella diagnostica delle intersti-
tial lung diseases (ILDs), come riconosciuto
dalle Linee Guida dell’idiopathic pulmonary
fibrosis (IPF) e della sarcoidosi '3, Oltre a
tale applicazione (o biomarcatore) in altre si-
tuazioni patologiche rare ma almeno cultu-
ralmente rilevanti, come la istiocitosi X, la
asbestosi, le polmoniti eosinofile, le sindro-
mi alveolari emorragiche ed altre ancora piu
rare, il BAL ¢ in grado di offrire la possibilita
di individuare biomarcatori cosiddetti “spe-
cializzati” cioe esclusivi di tali patologie e
quindi diagnostici di per s€. Non hanno in-
vece raggiunto un’utilita clinica o comunque
una applicazione che vada al di 1a di studi
focalizzati sulle alterazioni infiammatorie e
patogenetiche di alcune malattie respirato-
rie, tutti i numerosi componenti non cellulari
(mediatori infiammatori, citochine, enzimi,
etc.) contenuti nel sovranatante del BAL.
Uno dei problemi principali in tal senso ¢
senza dubbio quello del fattore di diluizione
sconosciuto, che non permette di quantifica-
re in maniera comparabile tra le varie casi-
stiche o tra soggetto e soggetto la presenza
e la concentrazione di un determinato com-
ponente. Tanto & poco risolvibile tale proble-
ma, problema che tuttavia il BAL condivide
con I’'IS e ’EBC, che anche le Linee Guida
ERS 7 sulle componenti acellulari consiglia-
no di esprimere la concentrazione di ogni
soluto/mL di sovranatante, tralasciando ogni
considerazione su coefficienti di diluizione
tra i diversi campioni ottenuti nei diversi
esami. Similmente, la applicazione del BAL
in alte patologie infiammatorie, come asma
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e BPCO, pur avendo un interesse legato al-
I’approfondimento di temi di ricerca biolo-
gica e patogenetica, non riveste attualmente
alcun ruolo da un punto di vista clinico.

Per I'IS Ia conta cellulare totale ma soprat-
tutto la proporzione degli eosinofili, a parte
alcuni marcatori “specializzati” in analogia
con il BAL, ¢ il biomarcatore a cui & stata
riconosciuto un valore clinico nella dia-
gnostica ed ora anche nella gestione clinica
dell’asma '*'8. Anche la determinazione di
NO nell’aria esalata ha acquisito simile va-
lore nella gestione dell’asma 2, mentre per
I’EBC non vi sono ancora biomarcatori pro-
posti come utili da un punto di vista clinico,
ove si escludano i marcatori di esposizione a
determinate sostanze tossiche, utili nelle ap-
plicazioni in Medicina del Lavoro %.

Un altro aspetto da tenere presente ¢ il di-
spendio di risorse umane e finanziarie ne-
cessarie per ottenere i diversi biomarcatori.
Mentre il BAL presuppone che sia a dispo-
sizione una sezione di endoscopia toracica
ed un laboratorio di citologia di base, per
I’IS & necessario dotarsi di un aerosol e di
un laboratorio di citologia di base, per NO di
un rilevatore di NO e per I’EBC di un con-
densatore. Per ’EBC, tuttavia, tale facilita
di campionamento contrasta con la difficolta
ad esaminare il campione, a parte forse la
determinazione del pH e dell’H,O,, poiché
I’analisi dell’EBC, ad es. la determinazione
di composti chimici prodotti di ossidazione
o nistrossidazione, necessita di metodiche
molto sensibili, costose e quindi a disposi-
zione solo di alcuni laboratori. Tutto cio ri-
duce la fruibilita, almeno allo stato attuale,
del dato ottenuto dall’EBC, specialmente a
scopo clinico. Il tempo necessario per avere
a disposizione il dato del biomarcatore varia
da praticamente nessun intervallo di tempo
per la valutazione on-line di NO, ad un gior-
no lavorativo (BAL ed espettorato), fino a
vari giorni (sempre escluso il pH) per '’EBC
o per alcune analisi sofisticate su BAL o IS.
Allo scopo di meglio precisare i comparti-

menti dell’apparato respiratorio che vengo-
no campionati con le diverse metodiche (es.
alte o basse vie aeree), particolarmente utili
possono risultare gli studi comparativi. In
essi le stesse popolazioni di soggetti sani e/o
malati viene sottoposta a pit di un campio-
namento (es. analisi di IS ed EBC o di BAL
ed EBC) %%,

Infine, va ricordato che non vi € uniformita
nella quantita di dati in letteratura sui valori
di riferimento ottenuti in soggetti normali tra
le varie metodiche. Questo ¢ dovuto almeno
in parte alla fase “storica” in cui si trovano
i diversi substrati o biomarcatori, per cui ad
esempio il BAL vede un gran numero di studi
disegnati allo scopi di ottenere valori di rife-
rimento, mentre i pill recenti studi sull’aria
esalata hanno molto meno dati simili?’. Cio
comunque rappresenta una lacuna che, specie
per 'EBC andra colmata nei prossimi anni.

PUNTI CHIAVE

* I biomarcatori sono in uso in Pneumolo-
gia da molto tempo ma recentemente vi
sono stati molti progressi sia nella com-
prensione dei meccanismi di base che
nelle metodiche in uso per ottenerli.

* Ogni biomarcatore va validato, standar-
dizzato e testato nelle varie patologie.

e ]I valore dei biomarcatori puo essere le-
gato ad aspetti di ricerca od ad aspetti
clinici. In quest’ultimo caso un buon
biomarcatore deve fornire un dato ag-
giuntivo rispetto a quelli ottenibili con
metodiche tradizionali.

e In Pneumologia esistono biomarcato-
ri ottenuti con metodiche invasive (es.
BAL) o non invasive (es. espettorato in-
dotto, marcatori nell’aria esalata).

¢ [l confronto tra le varie metodiche mette
in luce alcuni aspetti comuni, ma anche
alcune differenze, specie nel campo di
azione specifico per ogni metodica, nel
costo, e nella sua fruibilita.
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BIOMARKERS NELI’ESPETTORATO
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Introduzione

In passato I’infiammazione delle vie ae-
ree ¢ stata studiata attraverso 1’analisi di
secrezioni bronchiali e biopsie ottenute
mediante ’utilizzo di indagini endosco-
piche, metodiche che non possono essere
considerate d’elezione in un monitoraggio
a lungo termine a causa della loro estrema
invasivita e scarsa ripetibilita. Recente-
mente vi & stato un crescente interesse su
tecniche meno invasive che permettono di
ottenere informazioni dirette ed indirette
sull’eventuale presenza e sull’entita della
flogosi bronchiale, in grado, cosi, di age-
volare la diagnostica ed, in particolare, di
monitorare nel tempo 1’evoluzione della
patologia. Markers cellulari, biochimici,
immunologici e molecolari dell’infiam-
mazione delle vie aeree possono essere
studiati attraverso metodiche non invasive,
quali la ricerca di eosinofili ed ECP (pro-
teina cationica eosinofila) nel sangue, la
determinazione di markers urinari (protei-
na X eosinofila) (EPX), I’analisi dei gas
espirati e dell’espettorato indotto. Que-
st’ultimo per i numerosi risvolti pratici e
le potenziali applicazioni cliniche sembra
costituire una vera e propria promessa per
il futuro.

Razionale per I'utilizzo
dell’espettorato indotto

Definizione. L’espettorato ¢ definito come
una secrezione delle vie aeree, prevalente-
mente composto da costituenti solubili e da
una componente cellulare .

Storia. Proposta come utile strumento inve-
stigativo per la ricerca e la valutazione del
processo infiammatorio bronchiale, I’analisi
dell’espettorato nelle malattie respiratorie,
descritta dettagliatamente fin dal 19922
¢ stata messa inizialmente in discussione
a causa della difficolta di ottenere un cam-
pione adeguato. Tuttavia, si & imposta negli
ultimi 15-20 anni, anche grazie al supera-
mento di tale problema, attraverso lo svilup-
po ed utilizzo della metodica di induzione.
E attualmente considerata come una tecnica
non invasiva capace di fornire informazioni
dirette circa il grado di infiammazioni delle
vie aeree con alta potenzialita di applicazio-
ni clinica.

Razionale per [utilizzo dell’espettorato.
L’infiammazione delle vie aeree gioca un
ruolo fondamentale nelle patologie respira-
torie. Il perdurare dell’inflammazione puo
causare mutamenti strutturali irreversibili
quali danni epiteliali, ispessimento della
membrana basale, aumento della vascola-
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rizzazione, proliferazione dei miofibrobla-
sti ed ipertrofia ed iperplasia del muscolo
liscio 3*. Valutare la flogosi bronchiale risul-
ta, pertanto, essenziale sia per lo studio dei
meccanismi patofisiologici alla base della
patologia respiratoria sia relativamente alla
sua evoluzione e monitoraggio clinico °. La
presenza ed il tipo di infiammazione delle
vie aeree puo essere difficile da rilevare
clinicamente, a questo proposito si & rive-
lato estremamente vantaggioso 1’utilizzo di
markers di infiammazione bronchiale per
il loro potenziale ruolo nella diagnostica,
controllo e trattamento delle patologie re-
spiratorie. In passato e fino a qualche anno
fa la flogosi bronchiale & stata studiata at-
traverso 1’analisi di secrezioni ottenute
mediante metodi broncoscopici diretti, al-
tamente invasivi e poco ripetibili quali la
biopsia bronchiale, il lavaggio bronchiale
(BW) o broncoalveolare (BAL), o attraver-
so misure indirette di sintomi, esami spiro-
metrici, monitoraggio del picco di flusso
espiratorio, test di iperreattivita bronchiale
o markers inflammatori nel sangue periferi-
co; metodiche queste ultime meno invasive
ma sicuramente meno specifiche rispetto
alle prime e pertanto scarsamente correla-
bili con le stesse®. Negli ultimi anni ¢ an-
data evolvendo una metodica diretta e re-
lativamente non invasiva con caratteristiche
di validita e riproducibilita basata, appunto,

sull’analisi dell’espettorato indotto (IS),
sullo studio della sua composizione cellu-
lare e dei costituenti solubili per la valuta-
zione della flogosi bronchiale 278, T risultati
ottenuti con questa metodica correlano me-
glio con quelli ottenuti nel BW rispetto a
quelli ottenuti con la Biopsia Bronchiale o
il BAL. Cio & comprensibile se si conside-
ra la provenienza del materiale biologico
analizzato che riflette, appunto, la diversita
della risposta inflammatoria delle differenti
aree delle vie aeree. Infatti, I’IS ed il BW
analizzano secrezioni provenienti dal lume
delle vie aeree piu centrali, il BAL dal lume
piu periferico e le biopsie bronchiali dalle
pareti delle vie aeree pil centrali. L’ eosino-
filia presente nell’espettorato ¢ piu sensibi-
le e specifica nel diagnosticare la presenza
di asma rispetto all’eosinofila presente nel
sangue periferico o all’ECP nel siero?, o a
tecniche pil recenti quali I’analisi dei gas
espirati, (come ad es. la misura dell’ossido
nitrico esalato (eNQ)) '°. L’eosinofilia nel-
I’espettorato, inoltre, & piu sensibile, grazie
all’incremento della quota eosinofila, ai
cambiamenti clinici e risponde piu veloce-
mente al trattamento rispetto ad altre meto-
diche . Pertanto, non stupisce che tale tec-
nica, per i suoi innumerevoli risvolti pratici
e le potenziali applicazioni cliniche, sia in
grado di aumentare la potenzialitd diagno-
stica per le diverse patologie bronchiali '.

Tabella I. Utilita della misura dei markers di infiammazione bronchiale nell’espettorato indotto.

Come misura complementare -
per la diagnosi e le valutazioni -

Nel confermare la diagnosi
Correlata ai sintomi e alla funzione polmonare

- Informazioni aggiuntive nella valutazione di severita

Come indicatore di efficacia
della terapia di asma e BPCO

Sensibile agli effetti dei corticosteroidi inalatori (CSI) e degli an-
tileucotrieni

- Puod svelare una infiammazione subclinica delle vie aeree

Come predittore di scarso
controllo -

Negli soggetti instabili
Nei soggetti con scarsa compliance

- Prima di ridurre 0 sospendere la terapia
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La metodica d’induzione e I’analisi
cellulare

Induzione

La tecnica consiste nell’inalazione di un ae-
rosol di soluzione salina ipertonica mediante
I’utilizzo di un nebulizzatore ultrasonico, a
concentrazione costante (NaCl 3%, NaCl
4,5%) o in concentrazioni progressivamente
crescenti (NaCl 3%, 4%, 5%), ad intervalli
regolari che possono variare da 5 a 7 minu-
ti2. A questo proposito & stato dimostrato che
diverse concentrazioni di soluzione ipertoni-
ca (3-5%) non influenzano la conta cellulare
differenziale del campione di espettorato '3,
cosl come non ¢ stata riscontrata nessuna
differenza statisticamente significativa nella
composizione cellulare tra campioni ottenuti
ad intervalli regolari di durata diversa duran-
te il processo di induzione *. Gli intervalli
tra un’inalazione e I’altra nel processo in-
duttivo permettono al soggetto di espettorare
e di eseguire una spirometria di controllo.
Infatti, ad ogni intervallo, o in caso si ma-
nifestino sintomi di ostruzione bronchiale,
viene monitorata la funzione polmonare
con la misura di indicatori di base quali il
FEV | (volume espiratorio forzato in 1 sec)
e la FVC (capacita vitale) »*. E indicata la
sospensione dell’induzione se vi ¢ un calo
del FEV superiore al 20% rispetto al valore
basale, o se compare dispnea'. ’induzio-
ne ¢ solitamente preceduta da assunzione di
un broncodilatatore per via inalatoria (Sal-
butamolo 200 pg), infatti, ¢ stato dimostrato
che il pretrattamento con un {3, agonista non
altera la conta cellulare, oltre a prevenire la
potenziale ostruzione dovuta all’inalazione
di soluzione salina '*. Dopo opportuni accor-
gimenti, onde evitare contaminazione saliva-
re al soggetto ¢ chiesto di espettorare in un
apposito contenitore. Un campione del peso
non inferiore ai 70 mg & preferibile per una
buona processazione ®.

Analisi cellulare

Una volta che 1’espettorato ¢ stato oppor-
tunamente disciolto si pud procedere alla
conta cellulare e sviluppare metodi immu-
nocitochimici o citofluorimetrici. Possono
essere misurati markers infiammatori quali
ad esempio eosinofili, neutrofili e mediato-
ri solubili quali ECP, I’istamina, la trip-
tasi possono essere misurati'?. La tecnica
dell’analisi dell’espettorato ha subito negli
ultimi anni una notevole evoluzione, attual-
mente sono disponibili due metodi di pro-
cessazione dell’espettorato: il primo, in cui
si utilizza il campione intero di espettorato,
il secondo basato sulla selezione della parte
pit vischiosa prodotta dal soggetto (metodo
del plug), evitando cosi la contaminazione
salivare. In quest’ultimo caso, la porzione
selezionata, dopo essere stata pesata, viene
unita al diitiotreitolo per disperdere le cel-
lule ed omogeneizzare il tutto. I campioni
ottenuti, per essere attendibili e quindi non
inquinati dal materiale sopraglottideo non
devono presentare piu del 20% di cellule
squamose ed avere una vitalita > 50% '*. Nel
caso in cui, invece, si utilizza il campione
intero, anch’esso omogeneizzato con diitio-
treitolo, I’inquinamento salivare ¢ compren-
sibilmente maggiore. Recentemente ¢ stato
dimostrato che queste due metodiche sono
da considerarsi entrambe valide, in quanto
in grado di distinguere i casi patologici dai
controlli sani, anche se il metodo del plug
presenta una concentrazione maggiore di eo-
sinofili e di ECP rispetto alla metodica che
utilizza 1’intero campione di espettorato ot-
tenuto .

Riproducibilita e valori di normalita

La conta cellulare differenziale dei citocen-
trifugati di espettorato, dopo trattamento
dei campioni con la metodologia preceden-
temente descritta, € la misura dei mediatori
hanno presentato una buona riproducibilita
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tra osservatori 8!8, tra campioni dello stesso
soggetto ottenuti in due giorni diversi in una
fase di stabilita della malattia 381 ed all’in-
terno dello stesso campione ‘8.

Sono, inoltre, stati pubblicati dei valori di
riferimento per la popolazione adulta®. In
particolare, uno studio multicentrico su un
campione di numerosita adeguata di soggetti
di varie fasce di eta ha permesso di acquisire
dati circa i valori di normalita dell’espetto-
rato mettendo in evidenza come nella popo-
lazione normale la quota di cellule infiam-
matorie quali ad es. gli eosinofili non supera
mai il 3% mentre una maggiore variabilita
si osserva nella linea dei neutrofili e dei ma-
crofagi?!.

Applicazioni cliniche
dell’espettorato indotto

Le principali malattie delle vie aeree quali
I’asma bronchiale, la broncopneumopatia
critica ostruttiva (BPCO) o altre condizioni
patologiche respiratorie sono definite come
caratterizzate da una tipica sintomatologia e
da anomalie della fisiologia delle vie aeree,
anche se & unanimemente riconosciuto un
ruolo centrale alla flogosi bronchiale, quale
caratteristica comune alle stesse patologie *.
Sebbene la valutazione della funzione pol-
monare sia un pre-requisito fondamentale
per la diagnosi di tali patologie, la valuta-
zione della flogosi bronchiale non viene ese-
guita di routine. Come accennato preceden-
temente, sono disponibili numerose tecniche
che spaziano dall’analisi dei Gas Esalati alla
conta cellulare differenziale ed alla stima
delle concentrazioni dei vari mediatori nel-
I’escreato indotto??. In particolare, 1’appli-
cazione della tecnica dell’espettorato indotto
in una vasta gamma di malattie dell’apparato
respiratorio e in un ampio spettro di severi-
ta della patologia in esame ha fornito una
spinta verso la ricerca di una relazione tra

la funzione polmonare e lo stato di flogosi
bronchiale, portando all’identificazione di
fenotipi della malattia e del loro grado di
risposta alle attuali terapie. In tale contesto,
grazie anche alle sue evidenti potenzialita si
¢ rivelata in grado di fornire uno strumento
di elevato valore clinico nella gestione delle
pitt comuni patologie respiratorie 2.

Broncopneumopatia cronica
ostruttiva

La broncopneumopatia cronica ostrutti-
va (BPCO) ¢ una sindrome infiammatoria
cronica del polmone, tale inflammazione
cronica interessa le vie aeree, il parenchima
polmonare ed i vasi polmonari. Le caratteri-
stiche cellulari e molecolari e I’entita della
flogosi variano in relazione alla progressio-
ne della malattia. Con il tempo il processo
inflammatorio cronico danneggia il polmo-
ne determinando le alterazioni anatomo-
patologiche caratteristiche della patologia
(rimodellamento, ostruzione delle piccole
vie aeree, distruzione del parenchima pol-
monare) . Altra conseguenza attribuibile
all’infiammazione cronica ¢ rappresentata
dallo squilibrio del sistema proteasi/anti-
proteasi. La proteasi, come 1’elastasi, sono
enzimi proteolitici capaci di degradare le
componenti del tessuto connettivo polmo-
nare, in particolare 1’elastina. L’ attivita delle
proteasi & antagonizzata dalle antiproteasi
ed in particolare dall’al-antitripsina, uno
dei principali inibitori specifici, che con la
sua azione protegge i polmoni dall’attivita
di queste sostanze. Fattori, presumibilmente
legati al fumo di sigaretta, sono responsabili
dello squilibrio del sistema proteasi/antipro-
teasi nella maggior parte dei soggetti BPCO;
infatti, il fumo di sigaretta causa il richiamo
e Dattivazione di cellule inflammatorie, in
particolare macrofagi e neutrofili, che secer-
nono proteasi quali I’elastasi neutrofila e la
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Tabella Il. Elenco di alcuni dei principali costituenti cellulari o mediatori solubili misurabili nell’espet-

torato indoftto.

Patologia
BPCO

Asma

Tosse

Patologie
interstiziali/professionali

Markers di inflammazione
Cellule:

- neutrofili

- macrofagi

- eosinofili

Mediatori:

- leucotriene B4 (LTB4)

- intereleuchina 8 (IL-8)

- tumor necrosis factor (TNF-e)

- fattore stimolante la formazione di colonie di granulociti e macrofa-
gi (GM-CSF)

- endotelina-1 (ET-1)

- neuropeptidi: sostanza P (SP)

Cellule:

- eosinofili

- mastociti

- neutrofili

- macrofagi

Mediatori:

- proteina cationionica eosinofila
- myeloperoxidasi (mpo)

- tritasi

- interleuchina-5

- albumina, il fibrinogeno

- alfa2-macroglobulina

- cysteinil-leucotrieni (cys-LT)
- prostaglandine (PGD2)

- thromboxane

Cellule:

- neutrofili

- eosinofili

Cellule:

- neutrofili

- eosinofili

- linfociti CD4

- linfociti CD8

Mediatori:
- interleuchina-8 (IL-8)
- metalloproteinasi-9
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metalloproteasi di matrice capaci di degra-
dare il tessuto polmonare 23 %,

La BPCO, dunque, ¢ caratterizzata da un au-
mento di neutrofili, macrofagi e linfociti T (per
lo piu linfociti T CD8+) in varie parti del pol-
mone. In alcuni soggetti ¢ presente un aumen-
to degli eosinofili, in particolare durante una
riacutizzazione. Tale incremento dell’attivita
cellulare & determinato da un aumento delle
cellule infiammatorie, della loro sopravvivenza
e/o della loro attivazione . In dettaglio:
Neutrofili. Nella BPCO il conteggio dei neu-
trofili nell’espettorato risulta comunemente
aumentato ed ¢ correlato significativamente
al FEV, ed all’incremento della velocita nel
declino dello stesso nel tempo, sottolineando
cosl I'importanza funzionale dell’inflamma-
zione neutrofila in tale patologia »*. Inoltre,
studi condotti sull’espettorato indotto hanno
mostrato un incremento della mieloperossida-
si (MPO) e della lipocaina umana neutrofila,
entrambi indici di attivazione neutrofila. Que-
sti neutrofili secernono diverse proteinasi, tra
cui I’elastasi neutrofila, la catepsina G neu-
trofila e la proteinasi 3 neutrofila, che posso-
no contribuire alla distruzione parenchimale
e all’ipersecrezione cronica di muco 2. Le
attuali terapie per la BPCO hanno un effet-
to limitato sull’inflammazione neutrofilica.
L’espettorato indotto fornisce un eccellente
strumento di ricerca per valutare I’effetto di
terapie sperimentali sull’infiammazione neu-
trofila ed ¢ probabile che in futuro questa tec-
nica possa permettere di dirigere, non solo, te-
rapie mirate contro la componente eosinofila,
ma permettera allo specialista pneumologo di
disegnare uno specifico trattamento per quei
soggetti con una inflammazione neutrofila
predominante *.

Macrofagi. Recenti studi sull’espettorato
indotto hanno evidenziato, nelle piccole e
grandi vie aeree e nel parenchima polmo-
nare di Bronchitici Cronici un aumento di
macrofagi %’ 2. Queste cellule che in corso di

BPCO sono probabilmente in grado di con-
certare 1’inflammazione, una volta attivate
producono il fattore di necrosi tumorale (fu-
mor necrosis factor-a — TNF-a), 1’interleu-
china-8 (IL-8) ed il leucotriene B4 (LTB4),
i quali sono responsabili dell’inflammazione
neutrofila .

Linfociti T. Cellule linfocitarie, per la mag-
gior parte linfociti T CD8+ risultano aumen-
tate nell’espettorato di soggetti BPCO?.
Anche se non & ancora completamente chia-
ro il loro ruolo nella flogosi della patologia
bronchitica si suppone che essi possano
agire attraverso il rilascio di alcuni media-
tori determinando citolisi ed apoptosi delle
cellule epiteliali alveolari, le quali possono
essere responsabili della persistenza dell’in-
fiammazione ».

Eosinofili. Non ¢ stata ancora completa-
mente definita la presenza ed il ruolo degli
eosinofili nella BPCO. Alcuni studi hanno
evidenziato la presenza di tali cellule nel-
I’espettorato indotto di pazienti con BPCO
stabile, riscontrando che in circa il 40% di
tali soggetti presenta un conteggio di eosi-
nofili superiore al 3% 3. Questi soggetti
non sono distinguibili dai soggetti che non
presentano escreato eosinofilo sulla base di
caratteristiche cliniche o della funzionalita
polmonare. Sono stati, poi, osservati eleva-
ti livelli di ECP e di perossidasi eosinofila
(EPO) nell’espettorato indotto in soggetti
bronchitici cronici, il che suggerisce che gli
eosinofili possano essere presenti ma degra-
nulati e quindi non piu riconoscibili al mi-
croscopio ottico . inoltre, gli elevati livelli
di elastasi neutrofila (NE) in corso di BPCO
possono essere responsabili della degranula-
zione eosinofila®. Un elevato numero di stu-
di dimostra, invece, un significativo aumento
degli eosinofili nelle vie aeree durante una
riacutizzazione 3.

Vi &, infine, una concreta evidenza che la
presenza di eosinofili nell’espettorato sia in
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grado di predire nei pazienti con BPCO una
risposta obiettiva al trattamento con cortico-
steroidi orali 3°*' o inalatori *. Infatti, & stato
osservato che la risposta, dopo due settimane
di somministrazione di predinisolone orale,
determina una caduta significativa del con-
teggio degli eosinofili nell’espettorato, sen-
za alcuna variazione nella quota neutrofila.
Questo indica che I’infiammazione eosinofi-
la delle vie aeree sia funzionalmente impor-
tante in alcuni soggetti con BPCO e che gli
effetti benefici dei corticosteroidi siano do-
vuti alla modificazione di tale aspetto all’in-
terno del complesso quadro infiammatorio a
livello delle vie aeree . Potenzialmente lo
studio dell’espettorato potrebbe essere uti-
lizzato come un test di screening per guidare
I’indicazione in soggetti BPCO all’utilizzo
del corticosteroide a lungo termine.

Principali mediatori dell’infiammazione.
Anche se resta ancora in parte inesplorato
il campo delle specifiche funzioni dei me-
diatori di inflammazione nella BPCO, sap-
piamo che le cellule infiammatorie attivate
rilasciano molteplici tipi di mediatori, i quali
comprendono una serie di proteinasi, 0ssi-
danti e peptici tossici. Molti mediatori del-
I’inflammazione, compresi il LTB4, I'IL-8
ed il TNF-e, sono in grado di danneggiare le
strutture polmonari e/o di mantenere la flo-
gosi neutrofila. I1 danno determinato da tali
mediatori pud ulteriormente potenziare la
flogosi attraverso il rilascio di peptici, dotati
di azione chemiotattica, da parte della matri-
ce extracellulare. Studi sull’utilizzo a scopo
terapeutico di antagonisti di alcuni di questi
mediatori potrebbe sono auspicabili per una
migliore gestione della patologia>.

Leucotriene B4 (LTB4). L'LTB4, un po-
tente fattore chemiotattico per i neutrofili,
¢ presente ad elevate concentrazioni nel-
I’espettorato indotto dei pazienti con BPCO.
Questo ¢ probabilmente sintetizzato dai ma-
crofagi alveolari, i quali rilasciano pit LTB4

in soggetti con patologia bronchitica rispetto
a soggetti sani*.

Interleuchina 8 (IL-8). 1'1L-8, fattore che-
miotattico selettivo per i neutrofili, puo essere
rilasciato dai macrofagi, dai neutrofili e dalle
cellule dell’epitelio bronchiale, ¢ presente in
elevate concentrazioni nell’espettorato in-
dotto di pazienti Bronchitici Cronici ¥ 3" %,
In tali soggetti I’IL-8 puo rivestire una ruolo
primario nell’attivazione di neutrofili ed eosi-
nofili nelle loro vie aeree, rivelandosi, cosi, un
utili marcatore nella valutazione del grado di
inflammazione bronchiale *.

Tumor necrosis factor-« (TNF-2). 1l TNF-q,
presente in elevate concentrazioni nell’espet-
torato di pazienti BPCO %, attiva il fattore di
trascrizione nucleare « B (NF-x B), che a
sua volta attiva il gene dell’IL-8 nelle cellu-
le epiteliali e nei macrofagi. I livelli sierici
di TNF-« sono aumentati nei pazienti affet-
ti da BPCO con importante calo ponderale.
Questo dato fa pensare che questo mediatore
possa giocare un ruolo nella cachessia pre-
sente in soggetti con BPCO grave .

Fattore stimolante la formazione di colonie
di granulociti e macrofagi (GM-CSF). 11
GM-CSF ¢ una molecola importante per la
sopravvivenza dei neutrofili e pud avere un
ruolo nell’intensificare la flogosi neutrofila,;
un elevato numero di macrofagi immuno-
reattivi nei confronti di tale molecola & pre-
sente nell’espettorato dei soggetti BPCO ¥.
Endotelina-1 (ET-1). L'endotelina-1 & un
potente vasocostrittore di origine endoteliale
che si trova in elevata concentrazione nel-
I’espettorato indotto di pazienti Bronchitici
Cronici“.

Neuropeptidi — sostanza P (SP). 11 pepti-
de correlato al gene per la calcitonina, ed il
peptide intestinale vasoattivo (VIP) hanno
importanti effetti sui vasi e sulla secrezione
mucosa. Un’aumentata secrezione di sostan-
za P si osserva nell’espettorato di soggetti
con bronchite cronica*..
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Asma

L’identificatore patologico dell’asma & co-
munemente rappresentato dall’inflamma-
zione delle vie aeree, un processo che ri-
sulta irregolarmente distribuito lungo tutto
I’albero bronchiale ed arriva ad interessare
anche le vie aeree periferiche ed il parenchi-
ma polmonare *>. I’inflammazione & spesso
caratterizzata dall’innalzamento della quota
eosinofila, da un aumentato numero di ma-
stociti, macrofagi e T-linfociti attivati nella
mucosa delle vie aeree e nel lume bronchia-
le, e da alti livelli di citochine e chemochine,
(citochine che promuovono il reclutamento
delle cellule infiammatorie), coinvolte nel
processo inflammatorio, molte delle quali
sono individuate come potenziali markers
inflammatori. Essa, quindi, ¢ dovuta ad una
intensa infiltrazione cellulare, guidata da
cellule di tipo Th-2 (T-linfociti), e dai rela-
tivi prodotti da loro secrete, quali 'ECP e
citochine multifunzionali appartenenti al
raggruppamento genico dell’interleuchina-4
(IL-4) ¥%. Le conseguenze dell’inflamma-
zione acuta e cronica sono di fondamentale
importanza nella patogenesi dell’asma, in
particolare le alterazioni morfologiche che
vanno da mutazioni strutturali e funzionali
dell’epitelio bronchiale ad un vero e proprio
danno epiteliale, spesso evidenti anche nel-
le forme piu lievi della malattia. Alterazioni
che portano ad un rimodellamento struttura-
le del tessuto connettivo ¥ #. Dunque lo stu-
dio della flogosi bronchiale, attraverso la va-
lutazione di markers biologici, potrebbe far
luce su aspetti della patologia asmatica non
evidenziabili con le routinarie indagini clini-
che, contribuendo cosi a migliorare la nostra
comprensione dei meccanismi patogenetici
di fondo, in grado, inoltre, di fornire oltre ad
un valido strumento diagnostico, indicazioni
atte ad ottimizzare, opportunamente, renden-
dolo piu efficace, I’intervento terapeutico. In
dettaglio:

Eosinofili. Dal confronto dell’analisi cel-
lulare dell’espettorato proveniente, rispet-
tivamente, da controlli sani e da soggetti
asmatici, si riscontra per questi ultimi un
incremento della quota eosinofila; in parti-
colare, anche se 1’inflammazione eosinofila
puo manifestarsi in asmatici asintomatici, si
osserva pil frequentemente in quelli sinto-
matici. L'utilizzo di un valore di soglia del
2-3% come patologico incremento degli
eosinofili nell’espettorato rispetto ai valori
caratteristici delle normali vie aeree, ha per-
messo di introdurre I’eosinofilia nell’espet-
torato come test diagnostico per la patologia
asmatica # 22, A questo proposito, nei soggetti
asmatici, sia bambini che adulti, la presenza
di eosinofili nell’espettorato ¢ un indicatore
piu sensibile di infiammazione bronchiale
dell’incremento dell’eosinofilia nel sangue o
degli elevati livelli nel siero di ECP”. Inoltre,
¢ stata riscontrata un’associazione significa-
tiva, sebbene variabile, tra I’ attivazione degli
eosinofili, gravita dell’asma ed iperresponsi-
vita delle vie aeree **.

Sebbene, da quanto sopra detto, 1’eosino-
filia nell’espettorato sia una caratteristica
tipica della patologia asmatica, 1’utilizzo
sempre pill frequente di questa metodica
ha portato al riconoscimento che I’infiam-
mazione ¢ pil eterogenea di quanto creduto
in passato, con 1’identificazione di forme di
asma non eosinofile ¥*#°, riscontrabili con
una prevalenza compresa tra il 25-55% tra
la popolazione asmatica non trattata con
cortisonici 2. L’identificazione dell’asma
non eosinofila & importante poiché puod con-
sentire di distinguere sottopopolazioni di
soggetti asmatici in modo da interpretare
meglio la risposta al trattamento antinfiam-
matorio. Infatti, si ¢ riscontrato che sogget-
ti sintomatici con bassi livelli di eosinofili
nell’espettorato rispondono meno favore-
volmente alla terapia corticosteroidea ina-
latoria*, almeno a breve termine, rispetto
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a soggetti asmatici in cui risulta piu alta la
quota eosinofila nell’espettorato*’, da cid
consegue che l’entita del miglioramento
delle funzioni respiratorie in seguito a trat-
tamento antinfiammatorio nell’asma dipen-
de (correla con) dal livello di eosinofili nel-
I’espettorato*’. A questo proposito, inoltre,
¢ stato dimostrato che 1’eosinofilia correla
con il grado di miglioramento clinico in se-
guito a trattamento con cortisonici inalatori,
piu strettamente rispetto ai livelli di eNO, o
alla ECP nell’espettorato o nel sangue peri-
ferico*®. Infine, vi & evidenza scientifica che
I’eosinofilia nell’espettorato compare molto
prima dell’insorgenza di una riacutizzazio-
ne, ciod suggerisce che una terapia asmatica
finalizzata a normalizzare la conta degli eo-
sinofili nell’espettorato potrebbe condurre
ad una significativa riduzione delle stesse
riacutizzazioni asmatiche, da qui I’impor-
tanza di monitorare la flogosi delle vie aeree
tramite lo studio dell’espettorato per ridurre
il numero di riacutizzazioni frequenti (co-
muni) nella patologia asmatica *° .

Neutrofili. 1 neutrofili, considerati per lungo
tempo come cellule in stadio di differenzia-
zione terminale, incapaci di sintesi proteica e
deputati solo a ruolo di effettori passivi della
flogosi, mediante la fagocitosi ed il rilascio
di enzimi preformati e di composti citotos-
sici, possono rilasciare un’ampia gamma
di enzimi tra cui la proteasi, specie reattive
dell’ossigeno, citochine e chemochine come
I'IL-1B, il TNF-a, I'IL-6 e I'[L-8*. E stato
osservato un aumento della quota neutrofi-
la nell’espettorato di soggetti con riacutiz-
zazioni da moderate, a severe o addirittura
mortali di asma “°>'. Inoltre, il livello della
quota neutrofila nell’espettorato di soggetti
asmatici risulta essere pill marcato nel corso
di infezioni bronchiali, in particolar modo
se batteriche, anche se ad elevati livelli di
neutrofilia nell’espettorato sono associate
anche le infezioni virali*!. Altre cause di ele-

vati livelli neutrofili associati alla condizione
asmatica possono essere osservati in caso di
abitudine tabagica ed esposizione ad endo-
tossine dovuta ad infezioni batteriche .

Tra i principali markers di attivazione delle
cellule infiammatorie o dei markers di au-
mentata permeabilita vascolare riscontrabili
nell’espettorato di soggetti asmatici van-
no menzionate la ECP, 1la myeloperoxidasi
(MPO), attraverso i quali, rispettivamente,
viene valutata la presenza di eosinofili e
neutrofili, la triptasi, 1’interleuchina-5 (IL-
5), I’albumina, il fibrinogeno e 1’alfa2-ma-
croglobulina. Recenti approcci prevedono
anche la misura dei cysteinil-leucotrieni
(cys-LT), delle prostaglandine (PGD?2) e del
thromboxane ®.

In conclusione, la valutazione dei markers di
inflammazione bronchiale nell’espettorato
indotto contribuisce ad una migliore caratte-
rizzazione del soggetto asmatico, a parita di
altre caratteristiche clinico-funzionali della
malattia, pertanto per le sue potenzialita nel
diagnosticare la presenza, le caratteristiche
e la severita della flogosi bronchiale, 1’ana-
lisi dell’espettorato indotto puo costituire lo
strumento futuro per il monitoraggio clinico
e la gestione della patologia asmatica.

Tosse cronica

La tosse cronica ¢ associata con una predo-
minanza di neutrofili nell’espettorato, ma
fino al 40% dei soggetti con tosse presenta
una conta di eosinofili nell’espettorato su-
periore al 3% In circa il 50% di questi
soggetti non vi & alcuna evidenza funzio-
nale di asma bronchiale in quanto affetti da
bronchite eosinofila non asmatica. La valu-
tazione dello stato infiammatorio delle vie
aeree ¢ il solo modo per identificare questi
soggetti ed ¢ percid uno passaggio fonda-
mentale nell’algoritmo dello studio della
tosse cronica 3. Tale considerazione ¢ stata
ribadita nelle Linee Guida sulla tosse redatte
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dall’American College of Chest Physicians,
le quali hanno sottolineato 1’importanza dia-
gnostica dell’analisi dell’espettorato indotto
nel confermare la diagnosi di bronchite eosi-
nofila non asmatica>*. Studi ulteriori, invece,
sono richiesti a supporto dell’utilizzo dello
studio dell’espettorato, in particolare, nella
determinazione delle caratteristiche citolo-
giche dell’escreato della tosse associate a
reflusso gastroesofageo, rinite ed infezioni
virali *°. Infine, vi & evidenza scientifica che
soggetti con tosse ed elevati livelli di eosino-
fili nell’espettorato rispondono positivamen-
te alla terapia corticosteroidea, a cui segue
una caduta della quota eosinofila nello stesso
escreato 2. Viceversa, soggetti senza escrea-
to eosinofilo non rispondono al trattamento
corticosteroideo *°.

Patologie interstiziale e patologie
professionali

Ancora poco si sa riguardo alle caratteristi-
che cellulari dell’espettorato in altre malattie
respiratorie, quali ad es. le patologie inter-
stiziali del polmone (ILDs) o le patologie di
origine professionale. Recenti studi hanno
dimostrato il ruolo potenziale dell’IS nel-
I’identificare patologie interstiziali dall’ezio-
logia sconosciuta, quali la sarcoidosi®’* o la
fibrosi polmonare idiopatica (IPF) "%, que-
st’ultima caratterizzata da un’infiammazio-
ne di tipo sia neutrofilico che eosinofilico .
Infatti, ad es. & stato dimostrato che, in caso
di sarcoidosi, 1’analisi dell’IS ha la stessa
capacita diagnostica del BAL, grazie alla
sua capacita di evidenziare alte percentuali
di linfociti CD4 %%, mentre la valutazione
del rapporto CD4/CD8 nell’IS si & riscon-
trata essere superiore alla conta differen-
ziale linfocitaria e neutrofila in soggetti con
IPF%, mostrando, cosi, che tale metodica
puo rivelarsi predittrice, con alta specifici-
ta e sensibilita nella diagnosi differenziale
della stesse patologie al pari del BALS!. In

N

particolare, attraverso D’analisi dell’IS, ¢
possibile evidenziare un accumulo di cellule
inflammatorie, specialmente neutrofili, nello
spazio alveolare di soggetti con IPF, oltre ad
evidenziare che la quota di IL-8 nello stesso
espettorato correla con la percentuale di neu-
trofili e la capacita vitale in tutti i soggetti
affetti da tale patologia®. Inoltre, la conta
differenziale nell’IS ed il valore medio del-
I’ECP, le quali sono significativamente piul
alti in soggetti con IPF, possono essere uti-
lizzati per identificare un aumento di tosse
riflessa negli stessi ®.

Altri lavori di ricerca hanno, poi, sottolinea-
to il ruolo della metalloproteinasi-9 quale
molecola inflammatoria coinvolta nei pro-
cessi di rimodellamento nella sarcoidosi®,
nell’'TPF% ed in patologie ad esposizione
professionale .

Infine, alcuni ricercatori hanno studiato at-
traverso I’analisi dell’IS, la risposta al tratta-
mento in tali patologie. Riscontrando, tra gli
altri risultati, una caduta nei livelli del TNF-
o nei 6 mesi successivi al trattamento con lo
steroide in accordo ai risultati ottenuti con
il BAL, in soggetti con sarcoidosi. E attual-
mente in studio, sempre attraverso 1’analisi
dell’IS, il ruolo dell’IL-8 come markers in-
fiammatorio nella patogenesi dell’IPF ed il
suo grado di correlazione al il significativo
decremento, nei 12 mesi successivi, a terapia
con interferone-gamma *’.

Recentemente, 1’utilizzo dell’analisi dell’IS
si ¢ rivelato un utile strumento anche nello
studio delle patologie respiratorie di origi-
ne professionale. In particolare, 1'utilizzo
dell’analisi cellulare dell’IS ¢ stata indica-
ta nell’asma professionale (OA)®. E stato,
infatti, rilevato un incremento della quota
eosinofila nell’espettorato di soggetti affetti
da OA comparabili con quelli riscontrabili
nella comune asma bronchiale . 11 suo uti-
lizzo nella pratica clinica ha poi permesso di
identificare una condizione spesso trascura-
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ta: la bronchite eosinofila professionale . In
effetti, vi ¢ evidenza che la quota eosinofila
nell’escreato aumenta durante 1’esposizione
sul posto di lavoro in soggetti con asma pro-
fessionale. Inoltre si riscontra un incremento
della quota neutrofila in soggetti esposti a
sostanze inquinanti ambientali, quali ad es.
isocianati o gas metallurgici ®. Per conclude-
re, lo studio dell’IS si € rivelato estremamen-
te utile anche nel quantificare 1’esposizione
ambientale a particolato carbonaceo, muffe
e pollini, a riconoscere 1’esposizione a mine-
rali in malattie polmonari professionali o ad
identificare batteri intracellulari 2.

Conclusioni

Recentemente, nei programmi di ricerca, un
certo numero di ipotesi sono state avanzate
sulle varie metodiche in grado di valutare e
misurare biomarkers infiammatori. In parti-
colar modo, negli ultimi decenni, sono sta-
te messe a punto metodiche meno invasive,
rispetto ai gold standard per la misurazione
dello stato di flogosi bronchiale, rappresen-
tati dal BAL e dalle biopsie bronchiali, quali
quelle dell’analisi dei gas esalati, dell’esala-
to condensato e dell’espettorato indotto. Tra
queste emerge, in particolare, I’analisi del-
I’espettorato indotto, metodica standardizzata
e validata, che, per I’alto grado di sensibilita e
non-invasivita, ha assunto, nell’ultima decade,
un ruolo sempre piu centrale nel caratterizza-
re il profilo infiammatorio alla base delle piu
comuni patologie dell’apparato respiratorio,
tra le quali: I’asma, la BPCO e la tosse croni-
ca. A questo proposito, evidenze scientifiche
supportano la sua importanza nel fornire utili
indicazioni sia nella diagnostica, migliorando
la comprensione della patogenesi, sia nella
gestione clinica. Pertanto, ¢ lecito pensare
che sia giunto il momento per tale metodica
di uscire dal campo della ricerca per entrare a
pieno titolo in quello della pratica clinica.

PUNTI CHIAVE

¢ La metodica ¢ stata standardizzata e va-
lidata da numerosi studi sintetizzati in
un documento della rask force dell’ Eu-
ropean Respiratory Society.

* La metodica ¢ riproducibile e sono stati
prodotti i valori di normalita delle diver-
se linee cellulari.

¢ Il processo di induzione dell’espettorato
¢ stato previsto anche per i soggetti con
ostruzione bronchiale severa.

¢ Il marcatore piu utilizzato e la percen-
tuale degli eosinofili.

e La percentuale degli eosinofili nel-
I’espettorato indotto ha favorito le scelte
terapeutiche e la migliore gestione del-
I’asma bronchiale, della BPCO con pre-
senza di eosinofili e della tosse cronica.
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L’ossido nitrico (NO) ¢ il bio-marcatore
presente nell’aria esalata pitt diffusamente
studiato. Per la prima volta, nel 1991 venne
rilevata la presenza di NO nell’aria espirata
(eNO) di alcune specie animali e dell’uo-
mo'. Successivamente, modificazioni nella
concentrazione di eNO sono state documen-
tate in numerose patologie respiratorie? in
particolare nell’asma bronchiale 3¢, Da al-
lora la metodica di misurazione dell’eNO e
I’interpretazione dei dati ottenuti ¢ progre-
dita sensibilmente e, nel 2004, la Food and
Drug Administration ha approvato la misura
di NO nell’espirato come test da impiegare
nel monitoraggio clinico del paziente asma-
tico. La misurazione di eNO ¢ riconosciuta
come metodica riproducibile® e dal 2005
sono disponibili le Linee Guida congiunte
dell’ European Respiratory Society (ERS) e
dell’American Thoracic Society (ATS) con-
cernenti le procedure da considerare per la
sua esecuzione .

Origine dell’ossido nitrico
nell’aria esalata

La sintesi di NO ¢ mediata da enzimi de-
nominati NO sintasi (NOS), presenti in 2
isoforme: inducibile (iNOS) e costitutiva
(cNOS), quest’ultima individuabile nelle
cellule endoteliali (eNOS) ed in quelle del

tessuto neurale. Tutte le forme di NOS sono
presenti nelle vie aeree’, tuttavia le concen-
trazioni di eNO riflettono essenzialmente la
componente prodotta dalla isoforma iNOS,
particolarmente attiva nelle cellule epiteliali
in corso di processi inflammatori delle vie
respiratorie.

L’eNO origina contemporaneamente dagli
alveoli e dalle vie aeree, attualmente & sta-
to definito un modello a 2 compartimenti, in
cui il flusso di NO dalle cellule di produzio-
ne, diffonde nel lume delle vie aeree venen-
do poi emesso con 1’aria espirata®. La possi-
bilita attuale di misurare la concentrazione
di NO a livello dei diversi compartimenti
appare molto interessante ma non ha ancora
applicazione clinica definitiva®.

La misurazione di ossido nitrico
nell’aria esalata

La misurazione della concentrazione di eNO
avviene attraverso un apparecchio a chemi-
luminescenza che rileva la luce prodotta dal-
I’eNO dopo reazione con 1’ozono generato
dall’apparecchio. Si sviluppa un composto,
il biossido d’azoto (NO,) ed una radiazione
luminosa, quindi viene calcolata indiretta-
mente la concentrazione di eNO in base al-
I’intensita del segnale luminoso emesso,con
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FRIMCIPALI FATTORI E PATOLOGIE INFLUENZANTI

| LIVELLI DI MO ESPIRATO
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Figura 1. Principali fattori e patologie influenzanti i livelli di NO espirato.

ey ¢

(1 ppb) '°. NO ¢ costantemente prodotto nel-
le vie aeree e la sua concentrazione ¢ stret-
tamente dipendente dal flusso di espirazione
(nelle recenti linee guida il flusso di 50 mL/s
¢ considerato per la misurazione di NO)®.

Misurazioni on line

L’eNO viene determinato direttamente du-
rante una singola espirazione forzata, parten-
do da capacita vitale totale inspirando aria a
bassa concentrazione di NO (< 0,05 ppb). I
soggetto inspira profondamente fino a ca-
pacita polmonare totale e successivamente
espira (per almeno 6 secondi per consentire
una fase di stabilita di almeno 3 sec) attra-
verso un boccaglio connesso all’analizzato-
re. Durante ’espirazione, a flusso costante
di 50 ml/s grazie ad una resistenza applica-
ta, viene creata una pressione positiva nella
cavita orale (di 10-15 mmHg) che assicura
la chiusura del palato molle escludendo una
possibile contaminazione con le cavita nasa-

li che fisiologicamente ospitano alte concen-
trazioni di NO .,

Misurazioni off line

Meno utilizzata questa misurazione prevede
I’analisi dell’NO sull’aria espirata raccolta
in apposite sacche impermeabili all’aria am-
bientale °.

- Fattori influenzanti la misurazione di eNO

(Fig. 1)

I valori di eNO sono indipendenti da sesso,
eta (tranne che nei bambini) e funzionalita
polmonare 23, Non sono state osservate
significative variabilita giornaliere'* e la
misurazione di eNO ¢ attualmente altamen-
te riproducibile *¢. Tuttavia svariati fattori
sono in grado di alterare i valori di eNO ri-
levati e pertanto € necessario tenerne conto.
L’esercizio fisico '*'%, ’esecuzione di prove
di funzionalita respiratoria !’ e lo sputo in-
dotto effettuati prima della misurazione di
NO tendono a ridurre i valori di eNO 8. 11
fumo e I’assunzione di alcool riducono i va-
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Tabella 1. Valori normali di eNO.

Autori, anno pubblicazione
Kharitonov et al., 2003 °
Malerba et al., 2001 10
Olinetal., 2001 %
Olivieri-Malerba, 2006 2

Olin et al., 2006 '

Olin et al., 2007 '

lori di eNO 22, le infezioni respiratorie 23 2*
e I’assunzione di alimenti contenenti nitrati
aumentano i valori di eNO %, Infine il po-
tenziale effetto di farmaci sulla misurazio-
ne di eNO non puod essere escluso pertanto
¢ sempre necessario riportare eventuali te-
rapie in atto.

Linterpretazione della misurazione di eNO

Valori di normalita (Tab. 1)

Negli individui sani i valori di eNO si situa-
no generalmente tra 10 e 25 ppb (5-15 nei
bambini), inoltre il 97% degli individui sani
avrebbe un valore di eNO inferiore a 37 ppb
(25 ppb nei bambini). I valori di eNO sareb-
bero dipendenti dall’eta nei bambini, innal-
zandosi nell’adolescenza per poi non modi-
ficarsi in misura significativa durante il resto
della vita 22" Va precisato che non esistono
a tutt’oggi valori di normalita specifici per
soggetti al di sopra dei 65 anni. In sintesi, dai
risultati degli studi piu recenti, emerge che i
valori di riferimento di eNO in soggetti adul-
ti sani, non atopici e non fumatori risultano
compresi tra 10 e 20 ppb 3%.

L’ossido nitrico esalato nelle
patologie respiratorie (Tab. II)

Asma e malattie allergiche
Atopia e infiammazione delle vie aeree

I livelli di eNO sono elevati nei soggetti al-
lergici ***, in particolare risultano aumen-

3376 non fumatori

N. Soggetti eNO (ppb)
10 17,8 £6,8
19 93+28
202 non fumatori 15,5+0,9
204 10,8 £ 4,7

2200 16,0

16,6 (6,7-47,1)

tati dopo esposizione ad allergeni in soggetti
sensibilizzati 336, Recentemente sono stati
pubblicati studi che dimostrano la possibi-
lita di monitorare I’infiammazione delle vie
aeree attraverso la misurazione dell’eNO.
Nell’asma i valori di eNO riflettono quel-
li degli eosinofili nello sputo indotto ¥’ nel
BAL 3 e nelle biopsie bronchiali ¥4, Inol-
tre studi epidemiologici, in particolare su
adolescenti, hanno evidenziato correlazio-
ne tra valori di eNO ed eosinofilia periferi-
ca *'%2 Tlivelli di eNO correlano inoltre con
I’iperreattivita bronchiale *'** soprattutto
nei soggetti con asma non controllata far-
macologicamente **. E stato osservato che i
valori di eNO sono correlati all’eosinofilia
delle vie aeree nei pazienti atopici e risul-
tano elevati nei pazienti con rinite e iper-
reattivita bronchiale senza sintomi e sono
particolarmente elevati nei soggetti atopici
con asma in fase di attivita. Queste corre-
lazioni sono comunque presenti anche nei
soggetti non atopici, ma rivestono minore
importanza.

Asma bronchiale

Elevati valori di eNO sono stati chiaramente
documentati nei soggetti asmatici “*, per-
tanto sono stati proposti molteplici utilizzi
clinici della misurazione di eNO in questi
pazienti.

Livelli elevati di eNO non sono specifici per
I’asma bronchiale, tuttavia la misurazione
di eNO puo rilevarsi un utile strumento per
individuare 1’asma differenziandola da altre
cause di tosse cronica. Recentemente sono
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Tabella Il. Guida all'interpretazione dei valori di eNO (flusso di 50 ml/sec).

Valori normali
5-20 ppb

Bassa probabilita

di diagnosi di asma
bronchiale 0 asma
bronchiale in trattamen-
to efficace

Si considerino diagnosi ' Si considerino diagnosi
alternative: alternative

Bassi valori
<5 ppb

Assenza di probabilita
per diagnosi di asma
bronchiale

Tosse secca stizzosa da
RGE- post nasal drip
Tabagismo

Fibrosi Cistica
Discinesia ciliare
primitiva

stati proposti dei livelli di cut-off per indi-
viduare soggetti affetti da asma bronchiale.
Due lavori recenti 4’ hanno indicato che
valori di eNO > 12 ppb hanno una specificita
del 80% e una sensibilita del 81% per indi-
viduare soggetti asmatici in una popolazione
di soggetti con tosse cronica, mentre per il
valore di eNO > 16 ppb la specificita ¢ cir-
ca il 90%. Eosinofilia nello sputo indotto e
un valore di eNO superiore a 20 ppb si sono
dimostrati test diagnostici per identificare i
soggetti asmatici pill accurati dei test spiro-
metrici convenzionali *5.

Relazione con la terapia anti-infiammatoria
La misurazione dei valori di eNO ( espres-
sione dello stato flogistico delle vie aeree) ¢
stata utilizzata per un accurato monitoraggio
del trattamento anti-inflammatorio nel pa-
ziente asmatico.

- Corticosteroidi

I livelli di eNO si comportano come bio-
marker precoce estremamente sensibile del
trattamento corticosteroideo dell’asma, i
livelli di eNO risultano significativamen-
te ridotti gia 6 ore dopo la prima dose per

Buona probabilita di
asma bronchiale

Valori molto aumentati
> 35 ppb

Elevata probabilita di
asma bronchiale

Valori aumentati
20-35 ppb

Paziente non trattato:

buona probabilita di

risposta a steroidi

Paziente in trattamento:

- No compliance

- Dose troppo bassa di
steroidi

- Steroido-resistenza

- Esposizione ad allergeni

via inalatoria®® mentre 1’effetto massimo
viene raggiunto dopo 2-4 settimane di
trattamento °*>2, Questo risultato & dovu-
to all’inibizione dell’attivita’ dell’enzima
iNOS, come pure dall’inibizione del re-
clutamento di cellule infiammatorie come
gli eosinofili che contengono iNOS o di
interleuchine che inducono iNOS (tumor
necrosis factor « — TNF-qa, IL-1B). Inoltre,
I’effetto dei corticosteroidi sui valori di eNO
risulta essere dose dipendente **. La sospen-
sione o la riduzione del dosaggio steroideo
corrispondono ad un incremento precoce (ri-
spetto a eosinofili e parametri clinci-funzio-
nali) dei valori di eNO 334,

- Antileucotrienici

Diversi studi indicano che anche il tratta-
mento con farmaci antileucotrienici ¢ in
grado di ridurre nei soggetti asmatici i li-
velli di eNO 3%, Inoltre si & documentato
che il montelukast ¢ in grado di ridurre i
valori di eNO fin dal primo giorno di utiliz-
zo, ottenendo un effetto massimo dopo il 7°
giorno. E stato osservato che la sospensione
del trattamento non ¢ in grado di provocare
un innalzamento dei valori di eNO prima di
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una settimana *’. I.’aggiunta di montelukast
alla terapia steroidea permette un ulteriore
riduzione dei valori di eNO 8, ma gia dopo
2 settimane di sospensione della terapia i
livelli di eNO si riportano a livelli pre-trat-
tamento *.
Utilita clinica di eNO nella gestione del-
I’asma bronchiale
- Indicatore di risposta agli steroidi
La misurazione di eNO costituisce un im-
portante strumento diagnostico non invasivo
e rapido per valutare il grado di responsivita
agli steroidi nei pazienti asmatici. In pazienti
con sintomi respiratori aspecifici elevati li-
velli di NO espirato > di 47 ppb prefigurano
una successiva risposta positiva al trattamen-
to con steroidi piu efficacemente della spiro-
metria o del monitoraggio del PEF
- Monitoraggio della compliance
La riduzione degli elevati livelli di eNO in
corso di terapia corticosteroidea sono indi-
cativi di una corretta compliance al tratta-
mento ®, mentre la mancata riduzione indi-
cherebbe in prima istanza una condizione di
non corretta compliance (tecnica o posologi-
ca). Pertanto, solo dopo che questa sia stata
esclusa, si potrebbe ipotizzare una condizio-
ne di asma refrattaria alla terapia steroidea.
- Indicatore di perdita del controllo del-
I’asma bronchiale
Il controllo seriato dell’eNO nel follow up
del paziente asmatico puo costituire un indi-
ce affidabile per predire le riacutizzazioni di
asma, in quanto ¢ stato documentato, che un
suo incremento spesso precede un peggiora-
mento dell’iperreattivita bronchiale, dell’eo-
sinofila nello sputo indotto e del risultato
delle prove di funzionalita respiratoria>*. In
particolare nel paziente asmatico asintoma-
tico, la sospensione dei corticosteroidi ina-
latori (per un massimo di 6 settimane) con
un’aumento del livello di eNO di 15 ppb o
del 60% tra una visita e la successiva, rap-
presenta un fattore indicativo (oltre 80% di
probabilita) di un imminente peggioramento
dell’asma (valore predittivo positivo di circa

88%). Anche metodiche come I’espettorato
indotto o il test di broncostimolazione hanno
un buon potere predittivo, tuttavia ’eNO ha
il vantaggio di essere rapido, semplice e non
invasivo 46!

- Ottimizzazione del trattamento

La misurazione dell’eNO esalato ¢ uno stru-
mento-guida utile per ridurre la dose di man-
tenimento di corticosteroidi inalatori senza
compromettere il controllo farmacologico
dell’asma. In un gruppo di asmatici seguito
con la misura dell’eNO, la dose media fina-
le di fluticasone era circa la meta (370 mcg)
rispetto alla dose media finale (641 mcg) del
gruppo di asmatici seguiti sulla base delle
linee guida tradizionali per la gestione cli-
nica dell’asma. Inoltre, la modulazione del
trattamento corticosteroideo basato sulla
misurazione dell’eNO migliora la gestione
dell’asma in termini di iperreattivitd bron-
chiale e di minor flogosi, con minori effetti
collaterali 63,

Broncopneumopatia cronica ostruttiva

I livelli di eNO nei pazienti con broncop-
neumopatia cronica ostruttiva (BPCO) in
fase di stabilita clinica, risultano inferiori
ai valori riscontrati nei soggetti asmatici e
non si discostano significativamente dai va-
lori dei soggetti sani di controllo 19206465 F
stato ipotizzato che i bassi valori di eNO
siano legati all’effetto del fumo di sigaretta
che provocherebbe una riduzione dell’at-
tivita delle eNOS. Pertanto, anche valori
relativamente bassi di eNO possono riflet-
tere, nei pazienti con BPCO la presenza di
inflammazione delle vie aeree. Durante le
fasi di esacerbazione della BPCO si osser-
va un incremento significativo dei valori di
eNO, probabilmente correlato all’aumento
dell’infiammazione neutrofila nelle vie ae-
ree . E interessante sottolineare che vi & un
sottogruppo di pazienti con BPCO che pre-
senta pil elevati valori di eNO in corso di
esacerbazioni, poiché cio ¢ associato ad un
maggior contenuto di eosinofili nell’espet-
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torato indotto e ad una miglior risposta al
trattamento con steroidi .

Fibrosi cistica

I pazienti affetti da fibrosi cistica nonostante
una elevata quota di inflammazione neutro-
fila nelle vie aeree presentano valori di eNO
significativamente piu bassi di quelli osser-
vati in soggetti normali . Numerose ipotesi
sono state avanzate per spiegare questi bassi
valori di eNO, in particolare la secrezione di
muco impedirebbe meccanicamente al NO
di diffondere nel lume bronchiale e quindi
di essere espirato®. Un’altra ipotesi avan-
zata indicherebbe che le sostanze che servo-
no a generare NO nelle vie aeree sarebbero
utilizzate da Pseudomonas aeruginosa per
vivere in condizioni di anaerobiosi . Una
terza ipotesi consisterebbe in una carenza
genetica di substrati 7' > e/o di NOS in grado
di produrre NO 7,

Bronchiectasie

Nei pazienti portatori di bronchiectasie ¢
riscontrabile un elevato valore di eNO cor-
relato alla gravita della patologia in atto ™.
Come nell’asma bronchiale il trattamento
con corticosteroidi ¢ in grado di diminuire
1 valori di eNO, suggerendo che nelle bron-
chiectasie 1’eNO possa riflettere il processo
inflammatorio delle vie aeree e che pertanto
possa essere utilizzabile nel monitoraggio
del trattamento anti-inflammatorio . Per
contro, altri Autori hanno riscontrato nei pa-
zienti bronchiectasici valori di eNO ridotti
suggerendo che I’eNO possa essere trattenu-
to dalle secrezioni viscose o consumato da
reazioni ossidative 7.

Discinesia ciliare primitiva

La discinesia ciliare primitiva, compresa
la sindrome di Kartagener, ¢ una patologia
genetica caratterizzata da una alterazione
della mobilita delle ciglia delle cellule epi-
teliali dell’apparato respiratorio. A motivo
di tali modificazioni strutturali dell’albero

bronchiale, in questa condizione patologica i
valori di eNO sono piu bassi di quelli riscon-
trati nei soggetti sani di controllo ”’. La mi-
surazione di eNO ¢ stata proposta come test
di screening per diagnosticare la discinesia
ciliare primitiva nei pazienti con ricorrenti
infezioni respiratorie e infertilita dovuta a
immobilita degli spermatozoi ®. La causa
di cosi ridotti valori di eNO (tanto a livello
delle vie aeree quanto a livello nasale) non
¢ ancora stata ancora chiarita ma probabil-
mente & conseguenza delle alterazioni nella
espressione genetica di NOS2 cosi come av-
viene nella fibrosi cistica.

Ipertensione polmonare

La patogenesi dell’ipertensione polmonare
non ¢ a tutt’oggi completamente chiarita,
probabilmente la vasocostrizione rappresen-
ta uno dei fattori pill importanti e sicuramen-
te i livelli locali di NO svolgono un ruolo im-
portante nel mantenimento delle resistenze
polmonari. Taluni studi hanno accertato che
I’ipertensione polmonare si associa a bassi
valori di eNO 7%, Inoltre, & stata osservata
una correlazione inversa tra i valori di pres-
sione arteriosa sistolica polmonare e i livelli
di eNO ® ¢ tra i valori di tensione parziale
arteriosa di O,ed eNO ¥.

Interstiziopatie polmonari

E necessario distinguere tra le forme di in-
terstiziopatia complicate da ipertensione
polmonare (nelle quali si evidenzia una ri-
duzione dei valori di eNO) e le fasi iniziali
delle intersitziopatie nelle quali prevalgono
gli effetti dello stato flogistico dell’intersti-
zio %,

Fibrosi polmonare. Vi ¢ un aumentato reclu-
tamento interstiziale di macrofagi, neutrofili
e cellule epiteliali nei soggetti affetti da fi-
brosi polmonare primitiva ed in tutte queste
cellule la espressione di NOS?2 ¢ elevata, do-
cumentando elevati valori di eNO in pazienti
con fibrosi polmonare durante le fasi iniziali
ed intermedie %384,
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Sclerosi sistemica. Sono stati osservati bassi
valori di eNO nei soggetti con ipertensione
polmonare associata. Nei soggetti con in-
terstiziopatia senza ipertensione polmonare
alcuni autori hanno riportato valori di eNO
piu elevati rispetto a controlli sani ed ai pa-
zienti con ipertensione polmonare associa-
ta 828587 Tuttavia & verosimile che elevati
valori di eNO si vengano osservati durante
le fasi iniziali della patologia, quando i’in-
fiammazione delle vie aeree prevale sugli
aspetti fibrotici della patologia %2.
Sarcoidosi. L’infiammazione polmonare ¢ in
grado di provocare una induzione di NOS2 a
livello delle vie aeree e come conseguenza vi
sarebbero elevati valori di eNO nei pazien-
ti con malattia in fase attiva non trattati con
corticosteroidi .

Malatte occupazionali

Fornendo informazioni sulla inflammazione
delle vie aeree la misura dell’eNO ¢ stata
proposta come strumento per la diagnosi e
il monitoraggio dell’asma occupazionale *.
In particolare, si ¢ osservato che nei sogget-
ti allergici, i livelli di eNo sono un marker
sensibile della esposizione ad antigeni oc-
cupazionali specifici ® e slatentizzerebbero
aumenti dell’infiammazione bronchiale pri-
ma che modificazioni cliniche o funzionali
siano evidenti %. Attualmente, la misura di
eNO ¢ una metodica utilizzata per integra-
re gli esiti di altri test respiratori (PFR o
broncostimolazione specifica) in particolare
in caso di risultati diagnostici border-line o
poco conclusivi.

Infezioni respiratorie

L’NO svolge un ruolo di protezione nel ap-
parato respiratorio nei confronti di infezio-
ni batteriche, fungine e virali e la riduzione
della produzione endogena di NO puo cau-
sare l’insorgenza di infezioni respiratorie
recidivanti come menzionato in caso di fi-
brosi cistica e di discinesia ciliare. Duran-
te le infezioni virali respiratorie si ¢ potuto

documentare un’aumentata concentrazione
nell’espirato di eNO sia negli adulti che nei
bambini 2°!,

In pazienti affetti da tubercolosi in fase at-
tiva € stato osservato un aumento dei livelli
di eNO *2, mentre 1’esposizione del M. Tu-
bercolosis a dosi < 100ppb di NO in vitro
per meno di 24 ore avrebbe un effetto bat-
tericida **. Elevate concentrazioni di eNO
sono state osservate anche in pazienti con
polmonite e infezioni delle basse vie respi-
ratorie >,

Neoplasie polmonari

I livelli di eNO in pazienti affetti da neo-
plasie polmonari sono piu elevati dei livel-
li riscontrati in soggetti sani di controllo *.
Questo dato non risulta essere specifico per
alcuni tipi di tumore ma ¢ da attribuirsi ve-
rosimilmente a meccanismi inflammatori e
immunologici aspecifici associati alla neo-
plasia.

Trapianto di polmone

Il monitoraggio dei livelli di eNO puo es-
sere utile nel follow up dei pazienti dopo
trapianto polmonare, infatti 1’incidenza di
bronchiolite obliterante (che costituisce la
causa pilt comune di rigetto del trapianto) si
manifesta con intesa reazione inflammatoria
delle vie aeree e conseguente incremento di
eNO ¥,

Sindrome da distress respiratorio del-
I’adulto

La sindrome da distress respiratorio dell’adul-
to (ARDS) ¢ caratterizzata da intensa infiam-
mazione neutrofilica delle vie aeree, tuttavia
sono stati documentati ridotti livelli di eNO
in pazienti affetti da ARDS probabilmente
per I’elevato consumo di NO da parte di anio-
ni superossidi %. E stato ipotizzato un ruolo
della misurazione di eNO per il monitorag-
gio di pazienti dopo by-pass cardiopolmona-
re, infatti 1’associazione di una riduzione dei
valori di eNO, con I’aumento della pressione
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PUNTI CHIAVE

* La misurazione di eNO & una tecnica
sensibile, riproducibile e standardizzata.

* Lamisurazione di eNO ¢ semplice e non
invasiva.

e eNO ¢ un marker sensibile dell’infiam-
mazione bronchiale che si modifica
rapidamente in relazione alla terapia
steroidea e durante le riacutizzazioni di
asma bronchiale.

» Le applicazioni cliniche dell’eNO nel-
I’asma bronchiale includono il monito-
raggio della compliance e della risposta
al trattamento, della attivita della patolo-
gia e la predittivita delle riacutizzazioni.

¢ La misurazione di eNO ¢& strumento uti-
le per integrare altre test nella diagnosi
di asma bronchiale.

» Utilizzando i valori di eNO ¢ possibile
ridurre 1 dosaggi di steroidi senza com-
promettere il controllo dell’asma bron-
chiale.

e [ valori di eNO correlano con i marcato-
ri di controllo della patologia nell’asma
bronchiale.

polmonare ed una riduzione della complian-
ce polmonare sono caratteristiche di iniziale
danno polmonare in questi pazienti %.
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ESALATO CONDENSATO
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Introduzione

1l ruolo fisiologico del polmone ¢ lo scambio
di ossigeno ed anidride carbonica, ma nell’aria
esalata sono presenti anche altre sostanze, sia
gassose che non gassose. Tra le sostanze non
gassose, distinguiamo sostanze volatili, so-
stanze non volatili e semivolatili (Tab. I).
Una sostanza chimica & considerata volatile
quando ha la tendenza a passare in fase gas.
Una sostanza chimica ¢ considerata non vo-
latile quando ha poca tendenza a passare in
fase gas. Le caratteristiche intrinseche della
sostanza e le condizioni ambientali sono i
fattori che ne regolano la volatilita. Esempio
di sostanze non gassose ma volatili sono al-
cuni indicatori di ossidazione lipidica quali
I’etano e il pentano . Si tratta di composti la
cui tensione di vapore, alla temperatura cor-
porea, 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 1’esalato in fase
di gas. Queste sostanze sono meno facilmente
rilevabili nell’aria espirata e possono essere

espirate in forma di aerosol, ovvero una so-
spensione di un liquido (o solido) in un gas>.
Le sostanze gassose (NO, CO) sono, in ge-
nere misurate on line, modalita in cui il sog-
getto espira direttamente entro un analizza-
tore con risultati immediati.

Riguardo alle sostanze non gassose ma vola-
tili, la loro raccolta ¢ eseguita off line, ovvero
I’aria esalata & raccolta in appositi conteni-
tori o su fibre assorbenti e successivamente
analizzata>.

Per la raccolta delle sostanze esalate parzial-
mente o non volatili, la tecnica pil utilizzata
¢ il condensato dell’aria esalata (CAE)*.

Meccanismi di formazione del
condensato dell’aria esalata

L’aria esalata che esce dalla bocca ha una
temperatura di circa 35°C ed un’umidita del
95%. L aria esalata & quasi completamente in
equilibrio con il vapore acqueo alla tempera-
tura corporea. Quando I’aria esalata impatta
su un’altra superficie piu fredda della tempe-
ratura del vapore acqueo, accade il fenomeno

Tabella I. Classificazione delle sostanze presenti nell’aria espirata.

Gas Monossidi (monossido di azoto, monossido di carbonio)
Non gas  Sostanze volatili (etano, pentano, benzene)

Sostanze semi volatili (acqua ossigenata)

Sostanze non volatili (proteine, sali)
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della condensazione. La condensazione, quin-
di, ¢ la formazione d’acqua liquida dal vapore
acqueo puro o d’acqua mescolata con aria.

Il CAE ¢ una matrice liquida composta essen-
zialmente da vapore acqueo condensato. Si
stima che la quota di vapore acqueo in esso
presente sia di circa 99%. Nel CAE sono an-
che determinabili numerose sostanze volatili
e non volatili biologicamente attive. Il mecca-
nismo con cui le sostanze esalate si ritrovano
nel CAE non ¢ del tutto chiaro, tuttavia s’ipo-
tizza che piccole particelle, probabilmente
goccioline che si staccano dal film liquido
che riveste le vie respiratorie, rimangono in
sospensione nell’aria espirata e trasportate al-
I’esterno dalla corrente di vapore espirata.

Il contenuto in acqua dell’aria espirata dimi-
nuisce esponenzialmente con il declino della
temperatura. A +10°C gia I’'81,2% del vapore
acqueo condensa, mentre a 0°C condensa oltre
I’89% di vapore acqueo ed a -10°C condensa
circa il 93,7% del vapore acqueo. Un’ulteriore
importante riduzione della temperatura, utiliz-
zando per 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 maggiore quantita di condensato, piuttosto
che abbassare ulteriormente la temperatura, ¢
meglio e decisamente pill conveniente aumen-
tare la superficie di contatto del vapore con la
fonte fredda; cid puo essere ottenuto attraverso
una migliorata geometria del condensatore.

Raccolta del condensato dell’aria
esalata

Laraccolta del CAE presenta numerosi vantag-
gi (Tab. I): non altera le mucose delle vie ae-
ree e non comporta una variabile diluizione dei
campioni, come accade invece per i campioni
ottenuti mediante lavaggio broncoalveolare.

I pazienti possono essere studiati a qualunque
eta ed inoltre il CAE ¢ particolarmente indi-

Tabella Il. Vantaggi del condensato dell’aria
espirata.

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

Non richiede manipolazioni

cato per il monitoraggio, mediante misure se-
quenziali e longitudinali, in quanto non altera
la struttura e lo stato funzionale delle basse
vie aeree. I dati pubblicati sui mediatori della
flogosi indicano che il CAE riflette le anoma-
lie notate in campioni ottenuti mediante bron-
coscopia. Inoltre, la matrice che si raccoglie &
praticamente acqua, quindi bene si presta ad
essere analizzata senza manipolazione.

La raccolta del CAE si effettua chiedendo al
soggetto di respirare dalla bocca a volume
corrente per un tempo prefissato (Fig. 1).
Prima e durante la manovra, € necessario
un rigoroso risciacquo del cavo orale. L’aria
esalata ¢ raffreddata in appositi condensato-
ri. Il volume di CAE ottenuto in 15 minuti
di volume corrente € circa 2 ml, tuttavia va
ricordato come la ventilazione polmonare
sia il principale fattore che regola il volume
di CAE prodotto (i due parametri sono for-
temente correlati, r = 0,9). Un altro fattore
molto rilevante ¢ la temperatura di raffred-
damento dell’aria esalata, in grado di condi-
zionare quantita e composizione del liquido
raccolto. Goldoni et al. > hanno dimostrato
una chiara relazione inversa tra volume di
CAE prodotto e temperatura di raffredda-
mento, in un range di lavoro da -10° a +5°
C. Il maggior volume di condensazione lo si
aveva a -10°C, ma a cio corrispondeva anche
una maggiore diluizione del soluto, quindi
una concentrazione ridotta.

Risulta pertanto molto utile la possibilita di
termostatare la provetta e raccogliere il con-
densato alla temperatura pilt opportuna per
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e Attendere che la temperatura
del condensatore raggiunga -5°C

e Far sedere il soggetto
e Fare risciacquare pit volte la bocca

e Fare respirare a volume corrente
per 15 minuti

e (Ogni 5 minuti risciacquare

e Misurare il volume di CAE

Figura 1. Protocollo di raccolta del condensato d’aria.

ciascun analista®. Tra i condensatori in com-
mercio, solo il TurboDeccs (ItalChill, Parma,
Italia) ¢ provvisto di un termostato per il con-
trollo e la regolazione della temperatura. Di
recente, Soyer et al. ¢ hanno dimostrato come
in un altro sistema di raccolta commerciale,
Rtube (Respiratory Research Inc., VA), si as-
siste ad una drammatica riduzione della tem-
peratura di raffreddamento gia due minuti
dopo il trasferimento del condensatore dal
frigorifero alla temperatura ambiente. In un
altro condensatore commerciale, EcoScreen
(Jaeger, Wurzburg, Germany) la temperatu-
ra, al contrario, tende a scendere nel tempo,
determinando, quindi, una variabile grado
condensazione, con formazione dapprima di
CAE liquido, poi di CAE ghiacciato.

Un altro delicato aspetto relativo alla raccolta
del CAE consiste nella composizione dei si-
stemi di raccolta. Nel processo di formazione
del CAE, minuscole gocce di fluido polmo-
nare impattano contro la superficie del con-
densatore, mischiandosi poi al vapore acqueo
condensato. Alcune sostanze si possono ad-
sorbire al sistema di raccolta, oppure il siste-

ma di raccolta stesso, anche durante eventuali
fasi di sterilizzazione, puo rilasciare sostanze
interferenti con i meccanismi di analisi del
CAE. Risulta, quindi, estremamente impor-
tante valutare fenomeni di rilascio e di assor-
bimento dei sistemi di raccolta utilizzati .
Nella Figura 2 sono riportati i principali con-
densatori artigianali e presenti sul mercato, con
irelativi vantaggi e svantaggi. La ricerca si sta
focalizzando verso condensatori sempre pil
efficienti e dotati di sistemi per il frazionamen-
to dell’aria espirata; questo sistema potrebbe
essere molto interessante per la possibilita di
campionare solo I’aria proveniente dalle por-
zioni pil distali dell’apparato respiratorio, pro-
babilmente pill rappresentativa dei fenomeni
legati alle principali malattie polmonari.

E anche possibile raccogliere il CAE in sog-
getti connessi al ventilatore, posizionando
il condensatore il serie al circuito respirato-
rio. Tuttavia, la presenza dell’umidificatore
annesso al ventilatore puo determinare una
maggiore diluizione del campione.



LE NUOVE TERAPIE BIOLOGICHE E I BIOMARCATORI NELLE MALATTIE RESPIRATORIE

Zendenurisre F=re e Wartsgp Srearrisgp
== il L]
';:-..r" . Buiriviy il Plsd Fraeteie A
™ Bassrin ofemntin de Sordarrid Pons T errpanatuss Son costrsiite
: hioe daporibls Fofizdks havein o oreme i Sl w5
(2T ]
. e S S e
R Baraa o T erparshyrg son cosbrodai
Pt e Foatriiea 1 12 e o S0 B
L [T ]

Fodntinbie al verblaicrs

L-onfn del moncunn

Terbs Do Farfirak Coatn dal moncana
— Coain redeess. hakbu f P e i ded man
LTE S Fe oy
ﬂ Terrperiturs & | afoddirrunits Soslants &
eparabis
(=== Scaftabike a wenblaiore t.ondn ehraato
SR i Ao i M i Mg

F i

Sairpion Boooegk BT ST

Torpaiaiusl S0 CosFintE

heveun Faroearesis Selane
PLEEH

Figura 2. Condensatori presenti in commercio.

Analisi del condensato dell’aria
esalata

La raccolta del CAE ¢ effettuata per due
obiettivi importanti: i) avere informazioni sui
meccanismi fisiopatologici nelle vie aeree ri-
levando i cambiamenti nei livelli dei mediato-
ri; ii) avere informazioni sulla composizione
del fluido di rivestimento broncoalveolare.
Sono numerose le sostanze che possono essere
valutate nel CAE (Tab. III), tra cui molecole di
modeste dimensioni quali perossido d’idrogeno
e molecole di dimensioni maggiori quali leu-
cotrieni, prostaglandine, citochine, isoprostani,
markers tumorali e piccole quantita di DNA.
Le metodiche piu utilizzate per la determi-
nazione dei differenti mediatori sono di tipo
colorimetrico ed immunoenzimatico. Negli
ultimi anni, comunque, al fine di ottenere una
maggiore specificita delle analisi, metodiche
che utilizzano la cromatografia accoppiata
alla spettrometria di massa, sono sempre pitl
spesso utilizzare per le analisi del CAE.

Per la maggior parte delle sostanze determi-
nabili nel CAE, la determinazione puo essere
fatta sul campione non manipolato. Tuttavia,
per I’analisi di alcuni analiti ¢ necessaria una
processazione del campione prima dell’ana-

lisi. Alcune sostanze sono piuttosto labili nel
CAE, anche se conservate a basse tempera-
ture. E il caso del perossido di idrogeno, che
va determinato su campioni appena raccolti
oppure ¢ necessario aggiungere una sostan-
za stabilizzante (acido idrossifenilacetico)
per una prolungata conservazione del cam-
pione®. Per I’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 anidride carbonica) e determina-
re, quindi, I’acidita fissa. Per altre sostanze,
quali ad esempio alcune citochine, & spesso
necessaria una concentrazione del campione,
in genere ottenuta tramite liofilizzazione, al
fine di consentire una migliore rilevabilita.

Applicazioni cliniche

Acqua ossigenata. L acqua ossigenata (H,0,)
¢ un valido indicatore di stress ossidativo, che
si forma in seguito all’attivazione di radicali
liberi. Si tratta di una molecola parzialmente
volatile che si determina facilmente nell’aria
espirata a concentrazione micromolare (uM),
con rilevazione fluorimetrica®.

L’H,O, nel CAE ¢ ampiamente utilizzata nel-
I’ambito della ricerca in pneumologia. Una
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Tabella lll. Principali sostanze determinabili nel CAE, loro significato biologico e modalita di determinazione.

Indicatore Significato biologico Determinazione
Acqua ossigenata Generazione di radicali liberi Fluorimetria

pH Equilibrio acido base, reflusso gastrico  pHmetro
Eicosanoidi Infiammazione, stress ossidativo Immunoenzimatica
Aldeidi/isoprostani Stress ossidativo LC-MS

Ossidi di azoto Stress nitrosoattivo Colorimetrica
Conducibilita (sali) Contenuto elettrolitico Conducimetro
Citochine Infiammazione Immunoenzimatica
Radicali liberi Stress ossidativo EPR

Glutatione Stress ossidativo HPLC

DNA Valutazione genetica PCR

Eritropoietina I[possiemia Immunoenzimatica
Fattori angiogenetici Angiogenesi Immunoenzimatica
Attivita chemotattica Infiammazione In vitro

Glucosio Glucosio nelle vie aeree CSl

Metalli Indicatori di esposizione ICPMS

Toluene Indicatori di esposizione GC-MS

TBARS Stress ossidativo Colorimetrico

Urea Fattore di diluizione HPLC

Adenosina Infiammazione HPLC
N-carboxymethyllysine Glucossidazione LC-MS

Abbreviazioni: LC-MS: cromatografia liquida accoppiata alla spettrometria di massa; EPR: spettroscopia con risonanza parama-
gnetica; HPLC: cromatografia liquida ad alta pressione; PCR: reazione polimerasica a catena; ICPMS: spettrometria di massa con
sorgente al plasma; CSI: cromatografia a scambio ionico.

prima sua concreta applicazione si ¢ avuta nel
1997, quando Jobsis et al.® hanno dimostrato
un incremento dei livelli di H,O, nel CAE di
bambini asmatici rispetto ai soggetti di con-
trollo, indipendentemente dalla presenza di
terapia inalatoria con cortisone. Lo stesso
gruppo '* ha poi definito i livelli di normalita
in eta pediatrica di quest’indicatore, con un
intervallo di riferimento da < 0,01 a 0,48 uM.
[’H,O, ¢ stata anche determinata nel CAE di
soggetti con fibrosi cistica. Il gruppo olan-
dese ' ha rilevato livelli elevati di H,O, nel
CAE di bambini durante una riacutizzazione
di fibrosi cistica, con successiva riduzione
dei livelli dopo trattamento antibiotico.

Da questi primi dati era, quindi, emerso che
condizioni associate ad inflammazione acu-
ta'? o cronica delle vie aeree sono caratteriz-

zate dalla presenza d’elevati livelli di H,0,
esalata, apparentemente non influenzata dal-
la terapia inalatoria con cortisone, ma ridotti
dalla terapia orale con antibiotici.

Ulteriori dati che confermano la validita di
questo indicatore nella valutazione dell’asma
bronchiale derivano da alcune osservazioni,
in base alle quali i livelli di H,0, nel CAE
correlano negativamente con il VEMS e con
la reattivita bronchiale *'* e positivamente
con 1 livelli di proteina cationica degli eosi-
nofili nell’espettorato '°.

Interessanti dati sono disponibili anche uti-
lizzando I’'H,O, come markers di stress os-
sidativo nella broncopneumopatia critica
otruttiva (BPCO). Gerritsen et al.'®, hanno
evidenziato l'utilita di questo markers in
caso di riacutizzazione di BPCO.
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L’H,0, nel CAE ¢ stata anche utilizzata per va-
lutare la risposta terapeutica. Ben due lavori ' 13
hanno dimostrato come la terapia con n-acetilci-
steina per bocca sia in grado di ridurne i livelli.

Infine, una promettente applicazione relativa
all’utilizzo di questo indicatore la si ha da un
lavoro che evidenzia come i livelli di H,0, si
riducono contestualmente alla conta neutro-
filica nel sangue, in seguito a chemioterapia
per tumore polmonare &,

Eicosanoidi. Sono rappresentati da diverse
famiglie di sostanze (prostaglandine, trom-
bossani, leucotrieni, lipossine, etc.) derivati
dall’acido arachidonico, che hanno la capaci-
ta di aumentare le reazioni allergiche, la pro-
liferazione cellulare, la pressione sanguigna,
le reazioni infiammatorie, 1’aggregazione
piastrinica, la trombogenesi e il vasospasmo.
I leucotrieni sono le sostanze pill spesso de-
terminate nel CAE a concentrazione di pi-
cogrammi/ml, sia con metodiche immunoe-
nzimatiche che con spettrometria di massa. I
pit studiati sono i cisteinil leucotrieni (cLT),
ovvero i leucotrieni C4, D4 ed E4, che sono i
responsabili della fase ritardata della reazio-
ne asmatica, ed il leucotriene B4, un princi-
pale metabolita flogogeno prodotti a livello
dei granulociti neutrofili.

Esistono varie evidenze a favore della pre-
senza d’elevati livelli di cLT nel CAE di
bambini asmatici '’ con una certa correlazio-
ne positiva tra livello del mediatore e gravita
clinica® ed un ulteriore aumento nei livelli
nel corso di riacutizzazione '

I livelli di cLT sembrano, inoltre, essere par-
ticolarmente utili per lo studio d’alcune par-
ticolari forme d’asma, quali ’asma indotta
da esercizio fisico e I’asma da aspirina. Car-
raro et al.?? hanno dimostrato come i livel-
li di cLT nel CAE sono elevati in bambini
con asma indotta da esercizio fisico, con una
correlazione positiva tra i livelli basali del
mediatore e caduta del FEV, dopo eserci-
zio. Antczak et al.* hanno dimostrato come
I’asma indotta da aspirina sia associata ad
elevati livelli di cLT nel CAE.

Un’altra interessante applicazione dell’uti-
lizzo del cLT nel CAE di bambini asmati-
ci si ¢ avuta dal gruppo londinese di Lex et
al. 2%, i quali hanno mostrato una correlazio-
ne positiva tra i livelli espirati di cLT e lo
spessore della membrana basale di biopsie
bronchiali, proponendo, quindi, questa de-
terminazione come metodo per lo studio del
rimodellamento delle vie aeree caratteristico
dell’asma bronchiale.

Un altro utilizzo dei cLT nel CAE ¢ la va-
lutazione della risposta farmacologica. Bier-
nacki et al. » hanno dimostrato una riduzio-
ne tempo dipendente nei livelli di cLT in
asmatici dopo terapia con antileucotrienici.
11 leukotriene B4 (LTB-4) ¢ stato anch’esso
ampiamente studiato nel CAE di bambini.
I livelli di LTB4 sono anch’essi elevati nel
CAE di bambini asmatici %, ma le principali
sua applicazione riguardano la fibrosi cistica.
Bodini et al. ?” hanno mostrato livelli elevati
di LTB4 ne CAE di bambini con fibrosi cisti-
ca, soprattutto se presente una colonizzazio-
ne batterica con Pseudomonas aeruginosa.
Di recente, Bonetto et al. *® hanno pubbli-
cato un interessante articolo concernente la
possibilita di utilizzare LTB-4 nel CAE per
valutare I’insulto polmonare provocato da
sostanze pneumotossiche inalate.

Va comunque ricordato come la determina-
zione dei leucotrieni nel CAE richieda anco-
ra una attenta validazione, soprattutto relati-
vamente alla loro stabilita.

pH. La misura del pH nel CAE ha subito
attratto notevole interesse, nell’ipotesi che
I’acidificazione polmonare provocata dal
processo infiammatorio possa rappresentare
una nuovo approccio verso la conoscenza
della fisiopatologia polmonare. Nel 2003
Hunt et al. hanno per prima dimostrato come
il CAE di soggetti asmatici durante una crisi
d’asma sia notevolmente pil acido (circa 5)
rispetto ai valori di controllo (circa 7,5)%. 1l
pH si determina facilmente nel CAE, sembra
essere molto riproducibile * e non influenza-
to dalla produzione orale d’ammoniaca .
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Un’acidificazione delle vie aeree ¢ stata an-
che riportata in soggetti con fibrosi cistica*,
con un’ulteriore acidificazione durante la
riacutizzazione *.

Una interessante applicazione della misura
del pH nel CAE ¢ stata riportata da Dupont
et al.*, i quali hanno evidenziato una mag-
giore acidificazione delle vie aeree nei sog-
getti trapiantati di tumore che sviluppavano
segni di rigetto, rispetto ai soggetti senza se-
gni di rigetto.

Va comunque detto che non ¢ ancora ben
chiaro quanto le modifiche di pH che si os-
servano nel CAE dipendano da una reale
alterazione delle vie aeree, oppure non riflet-
tano modifiche della flora batterica orale %
o la presenza di reflusso gastro-esofageo .
Quest’ultimo € un aspetto totalmente nuovo,
ma con ampie potenzialita di sviluppo. E
noto, infatti, che il reflusso gastro esofageo
¢ in grado di innescare reazioni asmatiche ed
episodi ti tosse secca persistente. La possi-
bilita di misurare il pH delle vie aeree (sia
prossimali che distali) tramite 1’analisi del
CAE potrebbe aiutare 1’orientamento dia-
gnostico nei casi di tosse secca di n.d.d.* o
di asma bronchiale non ben controllata.

Per i soggetti adulti, & presente un range di nor-
malita del pH nel CAE che vada7,5a7,8%.
NOx. Vari ossidi di azoto (NOx) sono stati
determinati nel CAE, quali nitrati/nitriti, ni-
trosotioli e nitrotirosina. Nitrati/nitriti sono
lievemente elevati nel CAE di bambini asma-
tici, ma soprattutto si assiste ad un incremen-
to nei loro livelli nei soggetti con fibrosi ci-
stica, in contrapposizione ai livelli di NO che
sono quasi diagnosticamene ridotti *.
Sembra, inoltre, interessante la possibilita di uti-
lizzare la misura di NOx nella valutazione della
risposta polmonare all’immunoterapia specifi-
ca, come di recente pubblicato da Inci et al.*.
L’ applicazione della misura di NOx nel CAE
di soggetti con asma bronchiale sembra es-
sere meno promettente rispetto alla determi-
nazione di NO gas; tuttavia, recenti osser-
vazioni sembrano in parte confutare questa

tesi, dimostrando come la determinazione di
tutti gli NOx nell’aria esalata, non solo quin-
di NO gas, possa permettere una migliore
comprensione dei meccanismi fisiopatologi-
ci associati all’asma bronchiale *°.

Un altro interessante indicatore di stress nitro-
soattivo ¢ la nitrotirosina, prodotta dalla reazio-
ne dello NO con I’anione superossido, quindi
proposta come indicatore di stress nitrosattivo.
Baraldi et al. hanno evidenziato elevati livelli
di nitrotirosina/tirosina nel CAE di bambini
asmatici rispetto ai soggetti di controllo*'.
8-isoprostano e aldeidi. Si tratta di validi in-
dicatori di ossidazione lipidica in vivo, facil-
mente determinabili nel CAE. Gli isoprostani
sono una famiglia di eicosanoidi di origine
non enzimatica prodotta dall’ossidazione ca-
suale dei fosfolipidi dei tessuti. L’ ossidazione
di questi fosfolipidi ¢ la maggior parte delle
volte causata dai radicali liberi dell’ ossigeno.
Livelli elevati di 8-isoprostano sono stati
determinati nel CAE di soggeti con asma in
fase stabile %!, fibrosi cistica e discinesia cilia-
re primaria >4, Nell’asma bronchiale, i livel-
li di 8-isoprostano nel CAE sembrano avere
una buona correlazione positiva con la gra-
vita clinica, mentre sembrano relativamente
resistenti alla terapia con steroidi inalati *°.
Riguardo alle differenti aldeidi presenti nel
CAE, la malondialdeide (MDA) ¢ la forma
pit stabile e pill clinicamente rilevante. Cor-
radi et al. hanno evidenziato un aumento nei
livelli di MDA in bambini asmatici durante
una riacutizzazione, ed un rapporto negativo
tra livelli di MDA nel CAE e concentrazione
di glutatione ridotto *.

Citochine. La possibilita di determinare cito-
chine nel CAE ¢ sicuramente molto interes-
sante, dato 1’enorme rilevanza fisiopatologi-
ca che questi indicatori possono avere per
la comprensione delle patologie respiratori.
Purtroppo, le concentrazioni delle citochi-
ne nel CAE sono molto basse, il che richiede
metodi molto sensibili per le analisi, oppure la
concentrazione del campione. In un recente la-
voro, livelli di diverse citochine a pattern TH1
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e TH2 sono state dosate nel CAE di bambini
con asma e con fibrosi cistica. IL-2, IL-4, IFN-
gamma, e [L-10 erano determinabili nel 16%,
16%, 11%, e 9%, rispettivamente di tutti i cam-
pioni di asma e CF. Nei controlli [FN-gamma,
TNF-alpha, e IL-10 erano dosabili in 9%, 14%,
and 3%, rispettivamente; IL-2, IL-4, and IL-5
non erano determinabili nei controlli .

IL-8 e IL-6 sono piu facilmente determinabi-
li nel CAE. Bodini et al. hanno evidenziato
come i livelli di IL-8 sono dosabili nel CAE
di bambini con fibrosi cistica, ed i rispettivi
livelli sono piu elevati in quei bambini con
colonizzazione batterica delle vie aeree *°.
Conducibilita. La conduttanza (o, piu rara-
mente, conducibilita elettrica) & I’espressio-
ne quantitativa dell’attitudine di un condut-
tore ad essere percorso da corrente elettrica.
Questo parametro & calcolato nel CAE per
stabile la quantita di soluto presente nel-
la soluzione. Il parametro, come tale, non
sembra avere un’importanza clinica; la sua
utilita, invece, potrebbe derivare dal suo uti-
lizzo come indicatore di diluizione. Infatti,
considerando che la maggior parte del CAE
¢ acqua, potrebbe essere utile avere una sti-
ma di quanto i soluti in esso presenti siano
diluiti, al fine di poter meglio interpretare
un’eventuale variazione della concentrazio-
ne dell’indicatore selezionato’.

Nuovi indicatori

La letteratura relativa a questo argomento ¢
molto florida, e non passa mese senza che un
nuovo articolo sull’argomento venga pubbli-
cato, spesso con presenza di nuovi indicatori
rilevabili nel CAE.

Un recente articolo evidenzia come il CAE
contenga fattori in grado di chemoattivare
neutrofili ed eosinofili e, soprattutto, come
questa attivita chemoattrattiva risulti essere
piu elevata nei soggetti sani fumatori rispetto
ai non fumatori, con un ulteriore incremento
nei fumatori con BPCO*,

Sempre nell’ambito degli indicatori di stress
ossidativo, Rosias ha dimostrato come nel

CAE siano determinabili radicali liberi, la
cui concentrazione sembra essere lievemen-
te piu elevata in bambini con fibrosi cistica,
rispetto ai controlli ®.

Promettente sembra anche essere la possibi-
lita di determinare 1’eritropoietina nel CAE,
soprattutto nell’ottica di studiare pazienti
con pneumopatie associate ad ipossiemia™’
o indicatori di glicosazione *'.

Infine, il CAE si presta molto bene anche per
un approccio di tipo omico. Un gruppo ita-
liano ha dimostrato come, tramite risonanza
magnetica nucleare accoppiata alla spettro-
metria di massa, sia possibile identificare
uno spettro che chiaramente differenzia sog-
getti con asma bronchiale dai controlli 2.

Conclusioni

I dati pubblicati indicano che il CAE ¢ una
metodica di semplice esecuzione e non inva-
siva, caratteristiche che la rendono facilmen-
te applicabile per lo studio delle patologie
polmonari. Di recente sono state pubblicate
linee guida e raccomandazioni® (vd. Punti
chiave) che possono permettere una maggio-
re standardizzazione della metodica e quindi
una pit facile confrontabilita dei dati ottenu-
to nei differenti centri di ricerca.

PUNTI CHIAVE

Raccolta del condensato dell’aria

esalata

Per una corretta raccolta del CAE ¢ necessario:

* controllo della temperatura di raccolta;

e risciacquo della bocca;

¢ utilizzo di un sistema di raccolta inerte;

* intrappolare la saliva;

¢ stabilire una durata di raccolta;

* respirazione a volume corrente con clip
nasale;

e registrare il volume di CAE raccolto.

Analisi del condensato dell’aria esalata
Per una corretta analisi del CAE € necessario:
* escludere la presenza di saliva;

o assicurarsi della stabilita del mediatore;
* validare il tipo di analisi.
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