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Introduzione

L’asma bronchiale e la Broncopneumopatia Cronica Ostruttiva sono due patologie
infiammatorie croniche dell’apparato respiratorio con caratteristiche eziopatogenetiche,
cliniche e funzionali differenti. Tuttavia una percentuale significativa di pazienti asmatici puo’
sviluppare un ostruzione bronchiale fissa che li rende funzionalmente indistinguibili dai
pazienti con BPCO. I nostri studi hanno dimostrato che un’accurata indagine funzionale ed
infiammatoria di questi pazienti puo’ evidenziare la patologia sottostante. Inoltre lo studio
longitudinale ha mostrato che la presenza di ostruzione bronchiale fissa rappresenta un fattore
prognostico negativo nell’asma in quanto questi pazienti hanno un accelerato declino della
funzionalita respiratoria ed un maggior numero di riacutizzazioni all’anno rispetto ai pazienti
con asma bronchiale completamente reversibile. Lo stesso studio ha dimostrato che 1 pazienti
con asma bronchiale con ostruzione fissa hanno un declino funzionale simile ai pazienti di
pari eta con BPCO. Tuttavia il processo inflammatorio che si associa ad un simile declino
funzionale ¢ diverso nei due gruppi: 1 neutrofili si associano ad un declino della funzionalita
respiratoria nei pazienti BPCO gli eosinofili si associano ad un declino della funzionalita
respiratoria nei pazienti asmatici. L’ infiammazione nelle vie aeree rappresenta un elemento
fondamentale dell’eziopatogenesi dell’asma bronchiale. I dati della letteratura dimostrano che
I’inflammazione aumenta con la severita della malattia, aumenta in corso di riacutizzazione ed
in corso di scarso controllo della malattia asmatica. Molto meno chiari sono le correlazioni tra
1 cambiamenti dell’inflammazione e 1 cambiamenti dei sintomi dei pazienti con BPCO. Il
nostro studio per la prima volta ha dimostrato che non vi ¢ correlazione tra sintomi e
funzionalita respiratoria nei pazienti con BPCO. Tuttavia cambiamenti dei sintomi si
associano a specifici cambiamenti dell’inflammazione. Un aumento della tosse si associa ad
un aumento relativo dei neutrofili, mentre un aumento della dispnea si associa ad un aumento
degli eosinofili. Quali siano 1 fattori che stanno alla base di queste correlazioni non ¢
attualmente noto. Classicamente 1’inflammazione neutrofilica nei pazienti con BPCO ¢ stata
associata alla presenza di infezione batterica. I pazienti con BPCO infatti presentano una
colonizzazione batterica delle vie aeree anche in corso di stabilita clinica. Non ¢ noto se la
terapia inalatoria, ed in particolare i corticosteroidi per via inalatoria per quali ¢ stato descritto
un possibile effetto proinfettivo, possano favorire la colonizzazione batterica dei pazienti con
BPCO. Il nostro studio per la prima volta ha evidenziato che 1’'uso dei corticosteroidi per via
inalatoria si associa ad una maggiore carica batterica nelle vie aeree e ad un piu’ frequente
isolamento di microbi potenzialmente patogeni nelle vie aeree dei pazienti BPCO. Le

infezioni batteriche e le infezione virali sono le cause principali di riacutizzazione sia di



BPCO che di asma bronchiale. Recentemente ¢ stato dimostrato che 1 pazienti asmatici hanno
una risposta immunologica innata deficitaria nei confronti delle infezioni virali e che tale
meccanismo giustifica la maggiore suscettibilita di questi pazienti nei confronti di infezioni
virali. Questi dati sono stati descritti in popolazioni di pazienti asmatici adulti ed atopici. Non
¢ noto se la deficitaria risposta immunologia innata sia una caratteristica intrinseca (ovvero
presente fin dalla nascita) o se sia la conseguenza di una modulazione dell’infiammazione
presente in corso degli anni. Per tale motivo abbiamo studiato la risposta immunologia innata
nei confronti delle infezioni virali in un modello ex vivo di cellule epiteliali bronchiali di una
coorte di bambini in etd prescolare asmatici e/o atopici e rispettivi controlli. I risultati
dimostrano che la risposta immunologia innata antivirale ¢ deficitaria fin dai primi anni di vita
nei pazienti asmatici ma che tuttavia ¢ deficitaria anche nei bambini atopici in assenza di un
fenotipo asmatico evidente. I dati suggeriscono che possa essere I’atopia uno dei fattori che

condizioni la deficitaria risposta.



CAPITOLO 1

Asma bronchiale: dalla patogenesi alla diagnosi

1.1 Definizione ed Epidemiologia dell'asma bronchiale

Come indicato nelle linee guida internazionali del Global Initiative for Asthma (GINA)
I’asma bronchiale ¢ una malattia inflammatoria cronica delle vie aeree in cui numerose cellule
e mediatori dell’inflammazione giocano un ruolo patogenetico fondamentale. In individui
predisposti tale inflammazione causa episodi ricorrenti di respiro sibilante, dispnea, senso di
costrizione toracica e tosse sopratutto durante la notte e durante le prime ore del mattino. Tali
episodi in genere si associano ad ostruzione bronchiale variabile che in genere risulta
reversibile spontaneamente o dopo adeguata terapia, da iperattivita bronchiale e da un
accelerato declino della funzionalita respiratoria che puo’ evolvere in alcuni casi in un
ostruzione irreversibile delle vie aeree [1].

Un elemento cardine della patogenesi dell’asma bronchiale ¢ rappresentato dall’ipereattivita
bronchilale (BHR). Con il termine di BHR si intende un disordine funzionale complesso delle
vie aeree caratterizzato da una maggiore sensibilita delle vie aeree a stimoli broncocostrittori,
che comporta una maggiore risposta broncocostrittrice € un aumento della massima risposta
ottenibile in seguito alla inalazione di un agente in grado di indurre contrazione della
muscolatura bronchiale [2]. In altre parole, pazienti con ipereattivita bronchiale si
broncocostringono a livelli inferiori di intensita di stimolo e producono una piu marcata
ostruzione del flusso aereo in risposta ad agenti broncocostrittori rispetto ai soggetti normali.
Stimoli broncocostrittori possono essere sia di natura fisica (esercizio fisico, nebbia
ultrasonica, aerosol ipertonici o ipotonici di NaCl) che di natura farmacologica (istamina e
metacolina). Tale fenomeno puo essere studiato valutando la caduta del FEV1 (espressione
diretta dell’aumento delle resistenze lungo le vie aeree) in relazione alla concentrazione
dell’agente broncocostrittore somministrato al paziente [3]. L’iperreattivita bronchiale ¢ una
condizione tipica dell’asma bronchiale tuttavia si pud manifestare anche in altre condizioni
patologiche quali la BPCO, la rinite, la sinusite, la fibrosi cistica e la sarcoidosi.

I meccanismi patogenetici che sottendono all’iperreattivita bronchiale non sono ancora
completamente noti. Vengono chiamati in causa fattori quali predisposizione genetica
(associata all’atopia) e fattori ambientali (ad esempio infezioni virali) che porterebbero ad

un’attivazione di riflessi assonali, inflammazione bronchiale con attivazione di eosinofili,



mastociti, linfociti e conseguente rilascio di mediatori della flogosi, alterazione della
funzione ed ipertrofia della muscolatura liscia bronchiale e danno epiteliale.

I1 tono broncomotore ¢ regolato dal sistema nervoso autonomo e, in particolare dal nervo vago
(sistema eccitatorio colinergico), dal simpatico (sistema inibitorio adrenergico) e da una terza
componente non adrenergica e non colinergica detta NANC. Alterazioni primitive a carico di
questi sistemi di controllo o secondarie indotte da inflammazione acuta o cronica e¢/0 danno
dell’epitelio bronchiale, possono portare ad un quadro di iperreattivita bronchiale [4].

Da un punto di vista clinico la diagnosi di asma si basa sulla storia clinica del paziente,
I’esame obiettivo e sulla documentazione strumentale dell’ostruzione bronchiale o della
iperreattivita bronchiale [1]. Lo studio dell’ostruzione bronchiale viene eseguito mediante
spirometria che consente di misurare: la capacita vitale (VC) che tiene conto del massimo
volume di aria che puod essere inspirato ed esalato durante una manovra lenta (VC) o forzata
(FVC); il FEV1 o VEMS (volume di espirazione forzata in un secondo) che rappresenta il
volume espirato durante il primo secondo di una espirazione forzata dopo una inspirazione
massimale e rappresenta quindi un indice di quando rapidamente i1 polmoni sono in grado di
svuotarsi in espirazione dopo una inspirazione massimale ovvero delle resistenze che il flusso
aereo incontra attraverso le vie aeree; il rapporto FEV1/VC che rappresenta il FEV1 come
percentuale della VC e FVC e fornisce un utile indice clinico di limitazione al flusso aereo; il
PEF (picco di espirazione forzata) che rappresenta il massimo flusso espiratorio che puo
essere raggiunto durante 1’espirazione forzata [5].

L’asma ¢ una patologia a diffusione ubiquitaria sul globo terrestre [6]. Tuttavia 1 tassi di
incidenza e prevalenza differiscono notevolmente tra uno Stato e l’altro. Tale differenza
potrebbe in parte anche essere imputabile alle difficolta nel definire in modo univoco I’asma
stesso e all’ampia variabilita di sensibilita e specificita degli strumenti utilizzati negli studi
epidemiologici per definire la presenza di tale malattia quali: sintomi, diagnosi di asma posta
da un medico, uso di farmaci antiasmatici e documentazione di ipereattivita bronchiale.

Si puo affermare che morbilita e incidenza sono tuttora in aumento, specialmente nei Paesi
industrializzati [7-9]. La causa di questo incremento non ¢ attualmente chiarita. Sono stati
chiamati in causa fattori quali aumento dell’atopia, maggiore esposizione ad allergeni,
inquinamento, cambiamento delle condizioni di vita e modificazioni della dieta [10,11]. Un
fattore emergente apparentemente associato all’incremento dell’asma allergico e
all’insorgenza dell’atopia ¢ la riduzione di malattie infettive quali epatite A [12], morbillo
[13] e TBC [14] nei Paesi industrializzati come risultato di miglioramenti nello stile di vita e

delle vaccinazioni. Alcune malattie virali e batteriche infatti potrebbero prevenire 1’atopia



attivando una risposta Thl e producendo INFy che, come ¢ noto, interferisce sulla
differenziazione delle cellule T coinvolte nella risposta allergica inducendo uno switch Th2-
Thl [15-17].

In Italia come in altre nazioni Europee la prevalenza dell’asma bronchiale nella popolazione
generale ¢ del 4-5 % con un tasso di incidenza globale di 3-4 casi ogni 1000 abitanti all’anno.
Prevalenze piu elevate si riscontrano negli USA (7%) e soprattutto in Australia e Nuova
Zelanda (11-14%) fino a punte massime rilevate in alcune isole Oceaniche (Tristan da Cunha
25, Caroline Occidentale oltre 30%) [18,19].

Per quanto riguarda I’eta, I’asma insorge con notevole frequenza in eta infantile (prevalenza
10-15%, incidenza eta inferiore ai 5 anni 10 casi ogni 1000 bambini all’anno) rappresentando
la piut comune malattia cronica e la principale causa di ricoveri ospedalieri nell’infanzia. Si
puo poi osservare un’attenuazione dei sintomi asmatici, o anche la scomparsa, in un 20-30%
dei casi, all’epoca della puberta soprattutto nei soggetti di sesso maschile. Un secondo picco
di alta frequenza dell’asma bronchiale si riscontra in eta adulta (prevalenza 2,5%, incidenza 2
casi ogni mille all’anno). Il sesso maschile ¢ nettamente piu colpito nei casi di asma infantile
(2 maschi:1femmina) mentre nell’adolescenza e nell’eta adulta non c’e’ differenza tra 1 due
sessi. La familiarita sembra giocare un ruolo importante nella precocita di comparsa
dell’affezione. Per quanto riguarda i fattori ambientali la prevalenza ¢ maggiore nelle aree
urbane e nelle nazioni industrializzate.

Anche la mortalita ¢ estremamente variabile da nazione a nazione in relazione a diversi
fattori tra 1 quali ricordiamo: I’aumento della gravita dell’asma stesso ma soprattutto la scarsa
compliance da parte del paziente alla terapia prescritta e l’inadeguata valutazione della
gravita, sia da parte del paziente che da parte della struttura sanitaria.
Tuttavia ¢ importante sottolineare come I’incremento di prevalenza dell’asma non si
accompagna ad un consensuale incremento di mortalita suggerendo che le terapie intraprese
nel corso degli ultimi anni sono state in grado di agire riducendo la gravita della malattia e
quindi il numero di morti per asma [20].

Per quanto riguarda I’Italia il tasso di mortalita rilevata negli anni dal 1985 al 1987 era del
4.1/100000 con un aumento del 28% dal 1980 al 1987 [21]. In seguito al maggior utilizzo di
steroidi inalatori, come suggerito dalle linee guida, il tasso di mortalita nel nostro Paese si ¢
leggermente ridotto e viene attualmente stimato pari a circa 3-3.5/100000, valori

corrispondenti a 1700-2000 morti per asma all’anno [22].



1.2 Eziologia e Patofisiologia dell'asma bronchiale

L’eziologia dell’asma ¢ complessa e multifattoriale essendo il risultato di un’interazione tra
fattori genetici ed ambientali. Vi ¢ oramai unanime consenso nel considerare I’asma una
patologia eterogenea e che possano esistere differenti fenotipi di asma con differenti
meccanismi patofisiologici. La maggior parte degli sforzi condotti in ambito di ricerca hanno
focalizzato fino ad ora I’attenzione sul ruolo patogenetico dell’atopia, vista la forte relazione
tra stato atopico e asma bronchiale. Tuttavia meccanismi non atopici possono avere un ruolo
importante nella patogenesi dell’asma e la solidita dell’associazione tra asma e atopia ¢ stata
recentemente messa in discussione [23].

L’asma ¢ stato a lungo considerato come una malattia ereditabile e stime suggeriscono che il
40-60% del rischio di sviluppare tale malattia sia attribuibile a fattori genetici [24]. Tuttavia
fattori genetici, sebbene importanti non rappresentano i solo determinanti dell’espressione
della malattia. Fattori ambientali in individui predisposti influenzano la suscettibilita a
sviluppare I’asma. Allergeni e fattori di esposizione professionali sono considerati le cause piu
importanti di asma bronchiale, con la consapevolezza che essi possono inizialmente
sensibilizzare le vie aeree e successivamente mantenere 1’asma attivo causando una
cronicizzazione dell’infiammazione bronchiale che porta ad attacchi ricorrenti di asma o
persistenza dei sintomi. Mentre il ruolo centrale delle infezioni e in particolare delle infezioni
virali nelle riacutizzazioni di asma ¢ ben documentato, molti studi sono giunti a conclusioni
contraddittorie riguardo 1’associazione tra infezioni ed insorgenza di asma [25]. Infatti alcuni
studi hanno evidenziato come le infezioni durante la prima infanzia proteggono contro lo
sviluppo di malattie allergiche come 1’asma. Tale teoria ¢ nota come la “teoria igienica”.
Viceversa altri studi hanno messo in evidenza una relazione tra le infezioni durante la prima
infanzia ed un aumentato rischio di sensibilizzazione allergica e di sviluppo di asma piu
avanti nel corso della vita [25]. Vi sono oggi numerose evidenze sia in vitro che in vivo che
sottolineano come 1’atopia sia il risultato di una squilibrio della risposta immunologia. Nel
1986 Mosmann descrisse per la prima volta 2 differenti popolazione di linfociti T tenendo
conto del diverso pattern di citochine che tali cellule sono in grado di produrre (26). Cellule
CD4+ T che producono principalmente interleuchina (IL)-2 and interferon-y (IFN-y) furono
denominate cellule Thl e cellule T che producono IL-4, IL-5 and IL-13 furono chiamate
cellule Th2. Le citochine prodotte da ogni sottopopolazione di cellule T promuovono la
crescita ¢ 1’espansione dello stesso fenotipo e la down-regulation delle cellule T del tipo
opposto. Numerosi studi hanno confermato che sia la risposta immune Thl che quella di tipo

Th2 si verificano nell’uomo e che le malattia atopiche come 1’asma sono caratterizzate da una



prevalente risposta immune di tipo Th2. Campioni di lavaggio broncoalveolare (BAL)
prelevati da pazienti con asma atopico contengono piu cellule che producono mRNA per 1L-4
e IL-5 rispetto ai donatori sani [27] e allo stesso modo sono stati trovati livelli piu alti di
mRNA per IL-4 e IL-5 in biopsie bronchiali di pazienti asmatici [28]. L’espressione di IL-4 e
IL-5 ¢ aumentata nei pazienti asmatici sintomatici rispetto a quelli asintomatici e il numero di
cellule positive per IL-4 e IL-5 correla con la severita dell’ostruzione bronchiale, con la
severita della BHR e con i sintomi [29]. Tali evidenze supportano il ruolo patogenetico delle
cellule Th2 nell’asma.

Si ritiene che I’inalazione di antigeni ambientali rappresenti I’evento iniziante in grado di
innescare la risposta immune che caratterizza I’inflammazione dell’asma bronchiale.
L’antigene inalato che penetra lo strato epiteliale ¢ catturato delle cellule dendritiche le quali
agiscono da cellule presentanti I’antigene ai linfociti B e T. In presenza di citochine Th2 (IL-4
e IL13) 1 linfociti B vengono stimolati e produrre IgE, le quali si legano ai recettori ad alta
affinita per IgE presenti sulla superficie delle cellule mastocitarie e dei basofili. Una volta che
le cellule mastocitarie sono ricoperte con IgE antigene specifiche, la successiva esposizione
all’antigene causa cross-linking delle IgE, attivazione delle cellule mastocitarie ed il
conseguente rilascio di mediatori bioattivi quali istamina, triptasi, eicosanoidi e radicali liberi.
I mediatori rilasciati in tale fase (denominata risposta precoce) sono responsabili della
comparsa acuta dei sintomi asmatici in seguito alla induzione della contrazione del muscolo
liscio delle vie aeree, la secrezione di muco e la vasodilatazione. Il rilascio di cistenil-
leucotrieni e altre citochine proinfiammatorie portano alla risposta asmatica ritardata, che
principalmente coinvolge il reclutamento e I’attivazione di eosinofili e di cellule T e CD4+.
Una volta che la fase ritardata ¢ iniziata, gli eosinofili diventano uno dei maggiori mediatori
dell’inflammazione cronica che caratterizza 1’asma allergico. Gli eosinofili sono reclutati a
livello polmonare grazie all’azione chemiotattica di molecole rilasciate da cellule mastocitarie
e linfociti T CD4+. Tali cellule una volta attivate sono a loro volta in grado di rilasciare fattori
tossici in grado di indurre danno tissutale diretto, contrazione della muscolatura liscia e
aumento della permeabilita vascolare. Tale ciclo ripetitivo di danno tissutale e reclutamento di

cellule infiammatorie porta a cronicizzazione dell’infiammazione [30].



1.3 Rimodellamento vie aeree

Sebbene 1’asma sia definito come una malattia infiammatoria cronica caratterizzata da
un’ostruzione bronchiale reversibile, € stato dimostrato che le vie aeree dei pazienti asmatici
vanno incontro a modificazioni strutturali irreversibili. Le modificazioni strutturali che
coinvolgono diversi componenti delle vie aeree vengono collettivamente definite
“rimodellamento delle vie aeree”. I cambiamenti pit importanti includono iperplasia ed
ipertrofia dei miociti, fibrosi subepiteliale, aumentata produzione di muco e aumento del
volume delle cellule caliciformi. Altre modificazioni strutturali che possono verificarsi nelle
vie aeree dei pazienti asmatici comprendono aumento della fragilita epiteliale, aumento del
danno epiteliale, cambiamenti nella composizione delle glicoproteine della matrice
extracellulare e alterazioni morfologiche e funzionali della rete neurale bronchiale [31;32]. La
causa del rimodellamento ¢ stata attribuita al ripetuto insulto alle vie aeree proveniente dal
continuo ripetersi in maniera ciclica di inflammazione e riparo. Tuttavia gli eventi che portano
ad un cronico rimodellamento delle vie aeree sono scarsamente conosciuti. I dati disponibili
suggeriscono che citochine fibrogeniche come la famiglia dei fattori di trasformazione-beta
(TGF-B) possa giocare un ruolo fondamentale in tale evento. Il TGF- rappresenta un
importante fattore pro-fibrotico nonché un’importante citochina anti-infiammatoria che
stimola 1 fibroblasti a promuovere la sintesi e la secrezione di proteine della matrice
extracellulare (ECM). Inoltre ¢ in grado di inibire la sintesi di enzimi deputati alla
degradazione della ECM come matalloproteasi (MMPs) e aumenta la produzione di enzimi in
grado di inibire tale enzima come I’inibitore tissutale delle metalloprteasi (TIMP-1). Nel BAL
di pazienti asmatici sono state trovate aumentate quantita di TGF-3 e I’espressione di TGF-f;
correla con I’ispessimento della membrana basale e con il numero di fibrobalsti [33]. Le
MMPs sono prodotte da cellule strutturali epiteliali quali fibroblasti e cellule endoteliali e da
cellule infiammatorie quali macrofagi, neutrofili ed eosinofili. La produzione di MMPs ¢
soggetta a stretti controlli assicurando in tal modo una limitata proteolisi della ECM durante il
rimodellamento e la riparazione tissutale. Vi sono evidenze a supporto di uno squilibrio tra
MMOs e TIMPs nelle vie aeree di pazienti asmatici con un ridotto rapporto MMP-9/TIMP-1

rispetto a controlli non asmatici [34].



1.4 Diagnosi di asma

La diagnosi di asma bronchiale viene posta in presenza di sintomatologia caratteristica (es.
respiro sibilante, tosse stizzosa ricorrente, dispnea e sensazione di oppressione toracica) e di
una storia anamnestica remota suggestiva. Mediante ['utilizzo della spirometria si va a
valutare I’ostruzione bronchiale. La spirometria ¢ utile anche per valutare la presenza di
iperreattivita bronchiale in seguito a diversi tipi di stimoli (in genere farmacologici, ad
esempio metacolina o istamina). La misurazione quotidiana della capacita del proprio respiro,
che il paziente asmatico puo eseguire a domicilio in modo semplice mediante un misuratore

del picco di flusso espiratorio, ¢ un metodo per monitorare I’andamento e le variazioni

dell’ostruzione bronchiale.
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CAPITOLO 2

La Broncopneumopatia Cronica Ostruttiva: dalla patogenesi alla diagnosi

2.1 Definizione ed epidemiologia della BPCO

Come indicato dalle linee guida Global Initiative For Chronic Obstructive Pulmonary disease

(GOLD), la Broncopneumopatia Cronica Ostruttiva (BPCO) ¢ una malattia prevenibile e

trattabile con significativi effetti extra-polmonari che possono contribuire alla gravita della

malattia nei singoli pazienti. La sua componente polmonare ¢ caratterizzata da una limitazione
al flusso aereo che non ¢ completamente reversibile, ¢ generalmente progressiva e associata
ad una risposta inflammatoria polmonare anomala a particelle nocive o gas.

La cronica limitazione al flusso aereo, caratteristica della BPCO, ¢ causata in parte dalle

alterazioni a carico delle piccole vie aeree (bronchiolite ostruttiva) ed in parte dalla

distruzione parenchimale (enfisema); il contributo di ciascuna di queste due componenti varia
da un individuo all'altro.

L’ostruzione, il rimodellamento delle vie aeree periferiche e I’enfisema sono dovuti ad una

abnorme risposta inflammatoria delle vie aeree e del parenchima polmonare all’inalazione del

fumo di sigaretta e di altri inquinanti.

La BPCO ¢ una patologia respiratoria, ma ¢ variabilmente associata a significativi effetti

extrapolmonari e comorbidita, che sono la causa principale di morte in questi pazienti [35].

I meccanismi alla base di queste comorbidita sono due:

e da un lato ci sono comorbidita con-causali, cio¢ legate a fattori di rischio condivisi con la
BPCO (ad es. la cardiopatia ischemica, I’ipertensione, il diabete, che condividono con la
BPCO il fumo di sigaretta);

e dall’altro ci sono comorbidita complicanti, cio¢ dovute ad effetti extrapolmonari della
BPCO:

- alterazioni nutrizionali e perdita di peso per aumento della spesa energetica a riposo;

- perdita della massa muscolare per la tflogosi cronica sistemica, per I’ipossia tissutale
cronica ¢ la vita sedentaria;

- osteopenia, osteoporosi e anemia normocromica normocitica per I’inflammazione
sistemica cronica;

- deficit cognitivi e disturbi dell umore per I’ipossia cerebrale cronica e la limitazione
della vita sociale e affettiva [36, 37].

La broncopneumopatia cronica ostruttiva colpisce tutte le popolazioni, ma ¢ maggiore nei
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Paesi industrializzati rispetto a quelli in via di sviluppo, per il piu elevato livello di
inquinamento atmosferico. E in continuo aumento nei Paesi industrializzati.

Interessa entrambi 1 sessi ed € in aumento soprattutto nel sesso femminile, per la maggiore
diffusione dell’abitudine al fumo nelle donne.

Aumenta con I’eta ma non ¢ una malattia delle persone con piu di 50 anni; infatti il 10% dei
soggetti tra 1 20 e 1 44 anni presenta tosse con espettorato, senza segni di ostruzione
bronchiale e il 3,6% sintomi di ostruzione bronchiale.

Il 4-6% degli adulti europei e piu del 50% dei maschi fumatori, di eta superiore ai 60 anni,
soffre di BPCO clinicamente evidente [35].

La morbidita ¢ prevista in notevole aumento, con uno spostamento dal dodicesimo al sesto
posto. In termini di ricoveri ospedalieri in Italia, i casi di BPCO risultano al settimo posto.

La BPCO ¢ la quarta causa di morte negli Stati Uniti (dopo cardiopatie, neoplasie e malattie
cerebrovascolari) e la quinta nel mondo. La dimensione della malattia crescera enormemente,
quando si manifesteranno le conseguenze dell’abitudine al fumo di tabacco nei Paesi in via di
sviluppo. La BPCO ha un forte impatto economico e sociale.

Da un punto di vista sociale, ¢ una delle prime cause di disabilita insieme alla cardiopatia
ischemica, alla depressione grave, agli incidenti stradali e alle vasculopatie cerebrali. Nel
1990 la BPCO era la 12° delle principali cause di DALY (anni di vita persi a causa della
disabilita) persi nel mondo. In base alle proiezioni, nel 2020 la BPCO sara la 5° causa di
DALY persi nel mondo.

Da un punto di vista economico, nell’Unione Europea, la BPCO ¢ responsabile del 56% delle
spese per malattie respiratorie, che ammontano al 6% circa delle spese totali per 1’assistenza

sanitaria [38].
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2.2 Eziologia e patogenesi della BPCO

La broncopneumopatia cronica ostruttiva ¢ il risultato dell’interazione tra fattori individuali ed
agenti ambientali. Infatti, non tutti 1 soggetti fumatori sviluppano la patologia € non meno del
20% dei casi si verifica in non fumatori: questo sottolinea I’importanza della predisposizione

individuale, da un lato, e di altri fattori di rischio, oltre al fumo di sigaretta, dall’altro.

Ruolo dei fattori individuali:

Il meglio documentato ¢ il deficit ereditario severo di alfal-antitripsina (al1-AT). L’alfal-
antitripsina ¢ una glicoproteina ad attivita antiproteasica prodotta dal fegato e immessa in
circolo. Si lega e inattiva gli enzimi proteolitici dei macrofagi e dei polimorfonucleati,
limitando cosi il danno secondario alla loro liberazione nell’ambiente alveolare [37].
L’al-antitripsina ¢ soggetta ad un polimorfismo genetico: il genotipo omozigote per il gene M
¢ il piu diffuso nella popolazione e determina livelli normali di al-AT; 1 genotipi omozigoti
SS e ZZ si associano a livelli progressivamente minori di al-AT e questo comporta un rischio
elevato di sviluppo di enfisema polmonare (i portatori del genotipo omozigote ZZ
costituiscono lo 0,1% della popolazione).

I genotipi eterozigoti MS e MZ sono caratterizzati da un grado intermedio di deficienza di al-

AT e non sviluppano I’enfisema se non si espongono ad altre noxae lesive esogene [36]

Ruolo dei fattori ambientali:

Il piu importante ¢ il fumo di sigaretta. Esiste una relazione causale tra fumo attivo e
morbidita e mortalita per BPCO e quindi I’eliminazione del fumo puo largamente prevenire la
malattia.Circa il 40-50% dei fumatori sviluppa la BPCO. Il rischio di contrarre la malattia e di
morte per BPCO aumenta con il numero di sigarette fumate e si riduce con la cessazione
dell’abitudine al fumo [39].

Il soggetto con BPCO che continua a fumare ha una prognosi peggiore del soggetto che
sospende I’abitudine tabagica e, maggiore ¢ il numero delle sigarette fumate, maggiore ¢ la
velocita di declino della funzione polmonare. Inoltre, il rischio di BPCO aumenta anche con
I’esposizione al fumo passivo, specialmente per i partners e per i figli dei fumatori [40].

In Italia, la prevalenza dei fumatori, stimata nel 2009, ¢ di 13 milioni di persone. La fascia
d’eta a maggiore prevalenza ¢ quella tra 125 e 1 44 anni (32%) mentre tra1 15 e 1 24 anni e tra
145 e 1 64 anni la prevalenza ¢ del 29%. C'¢ stato un incremento dell’abitudine tabagica dal
2008 al 2009 di circa 2 milioni di persone. Questo ¢ legato a due fattori:

e ’aumento dei fumatori nei giovani (2008: 24%; 2009: 29%);
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la riduzione degli ex-fumatori (2008: 18,4%; 2009: 14,6%) [35].

Il fumo esercita una serie di effetti negativi sull’apparato respiratorio, che sono alla base dello

sviluppo della BPCO:

stimola la secrezione mucosa, attraverso l’induzione dell’iperplasia delle ghiandole
sottomucose e ’aumento del numero delle cellule caliciformi mucipare;

induce flogosi a carico delle vie aeree, con richiamo di macrofagi e neutrofili e rilascio di
enzimi proteolitici, radicali dell’ossigeno e mediatori lesivi;

inattiva le antiproteasi polmonari e quindi favorisce lo sviluppo dell’enfisema;

altera I’efficienza della clearance muco-cigliare, con conseguente ristagno delle secrezioni

nel lume delle vie aeree e facilitazione alle infezioni [36].

Altrettanto importanti sono 1 fattori professionali, responsabili del 30% dei casi di BPCO nei

soggetti non fumatori [35].

Le principali attivita lavorative coinvolte sono:

la lavorazione di materie plastiche, tessili, gomma e pelli;
I’attivita edile ed estrattiva;
I’industria alimentare;

’attivita agricola di allevamento di animali.

Altri fattori di rischio esogeni implicati sono:

l’inquinamento outdoor:. indubbiamente fumi, gas, vapori, connessi con 1’inquinamento
urbano, possono esercitare un effetto lesivo sulle vie aeree, perd non ¢ stata dimostrata una
relazione causale tra I’inquinamento outdoor e la BPCO in assenza di fattori lesivi
maggiori (ad es. il fumo) [36];

l’inquinamento indoor: il fumo da combustibili vegetali, animali, carbone, in ambienti con
scarsa ventilazione, soprattutto nei Paesi a basso livello di sviluppo economico, € un fattore
di rischio per la BPCO;

lo stato socio-economico: c'¢ un rapporto inversamente proporzionale tra BPCO e stato
socio-economico. Probabilmente questo dipende dal fatto che il basso stato socio-
economico si associa all’abitudine tabagica, all’inquinamento indoor e outdoor, alla
malnutrizione;

le infezioni: una storia di severe infezioni respiratorie nell’infanzia ¢ associata con la
riduzione della funzione polmonare e con ’aumento dei sintomi respiratori nell’adulto.
Tuttavia, la suscettibilita alle infezioni virali pud essere correlata ad un altro fattore (come

il basso peso alla nascita), che anch’esso ¢ correlato alla BPCO [38].
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2.3 Fisiopatologia ed anatomia patologica

L’infiammazione cronica dell’albero respiratorio ¢ 1’elemento patogenetico chiave della
BPCO ed ¢ un’amplificazione della risposta inflammatoria normale ad agenti irritativi cronici
[38]. La risposta inflammatoria, presente a livello delle vie aeree distali, correla con 1 livelli di
severita della malattia [41].

Nella mucosa bronchiale di un fumatore cronico si creano aree pit o meno estese di
metaplasia squamosa dell’epitelio e si osserva una marcata ipertrofia dell’apparato
ghiandolare mucosecernente, che ¢ alla base dell’ipersecrezione mucosa caratteristica della
malattia.

All’aumentata produzione di muco si associa, pero, una menomazione delle strutture deputate
alla sua espulsione (le ciglia vibratili appaiono, infatti, pii corte € meno mobili del normale).
L’ipersecrezione mucosa, che determina la comparsa di tosse cronica produttiva, € un aspetto
tipico della bronchite cronica e non ¢ necessariamente associato alla limitazione del flusso
aereo. D’altro canto, non tutti i pazienti con BPCO mostrano un’ipersecrezione mucosa
sintomatica. Quando presente essa deriva dalla metaplasia mucosa associata all’aumento del
numero delle cellule caliciformi ed all’incremento delle dimensioni delle ghiandole
sottomucose in risposta all’irritazione cronica delle vie aeree da parte del fumo di sigaretta o
di altri agenti nocivi [35]. Numerosi mediatori € proteasi stimolano 1’ipersecrezione mucosa e
molti di questi esercitano il loro effetto mediante 1’attivazione dell’ Epidermal growth factor
receptor (EGFR) [42].

Si ha, inoltre, un infiltrato infiammatorio cronico nella mucosa bronchiale, costituito
prevalentemente da macrofagi e linfociti T CD8+.

Un quarto elemento ¢ lo spasmo della muscolatura liscia bronchiale, per stimolazione delle
terminazioni nervose sensitive sottomucose, in seguito alle alterazioni della mucosa
respiratoria [37].

Il rimodellamento della parete bronchiale, quindi, insieme all’accumulo di essudato nel lume,
determina un aumento delle resistenze ¢ la riduzione del flusso aereo [35].

I neutrofili e 1 macrofagi, attivati dal fumo, producono proteasi, che danneggiano le cellule
polmonari e, insieme ai linfociti T CD8+ che liberano tumor necrosis factor alpha (TNF-a),
perforine e provocano apoptosi delle cellule alveolari, giocano un ruolo fondamentale nello
sviluppo dell’enfisema [43, 44].

L’enfisema polmonare consiste in un aumento di volume permanente degli spazi aerei distali
ai bronchioli terminali, associato a distruzione delle loro pareti [37]. Questo comporta la

riduzione del ritorno elastico e quindi contribuisce alla riduzione del flusso aereo [35].
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La forma di enfisema piu comune nei fumatori ¢ quella centroacinare, dove sono colpite le

parti centrali dell’acino, mentre le parti periferiche rimangono indenni. La forma associata

invece al deficit di al-AT ¢ I’enfisema panacinare, che interessa ugualmente le parti centrali e

periferiche del lobulo [37].

I1 rimodellamento bronchiale, da un lato, e ’enfisema, dall’altro, determinano un’ostruzione

cronica al flusso aereo e quindi un’iperinsufflazione polmonare, per I’intrappolamento

dell’aria durante I’espirazione. L’iperinsufflazione ¢ il meccanismo principale della dispnea da
sforzo, attraverso I’aumento della capacita funzionale residua (CFR) e, quindi, una riduzione

della riserva inspiratoria [45].

La riduzione della superficie alveolo-capillare, conseguente all’enfisema, comporta una

riduzione della diffusione dei gas (maggiore per 1’ossigeno rispetto all’anidride carbonica),

con conseguente ipossiemia e, se la ventilazione non viene congruamente aumentata,
ipercapnia.

Inoltre, soprattutto nell’enfisema centroacinare, dove si ha un danno maggiore a carico della

componente ventilatoria, mentre quella circolatoria ¢ relativamente risparmiata, perche ¢

prevalentemente rappresentata alla periferia dell’acino, si verifica uno squilibrio ventilazione-

perfusione, con aumento della spazio morto alveolare e, quindi, ipossiemia [37].

L’ipossiemia ¢ il principale fattore responsabile di una grave complicanza della BPCO, cioe

I’ipertensione polmonare cronica. L’ipossiemia, infatti, determina vasocostrizione ipossica

delle arteriole polmonari e quindi ipertensione, inizialmente reversibile, che poi evolve in

ipertensione cronica, per cambiamenti strutturali della parete arteriosa, ovvero iperplasia

intimale e ipertrofia-iperplasia della muscolatura liscia [46].

Questo ¢ favorito anche dalla riduzione del letto vascolare polmonare provocata dall’enfisema

e dallo sviluppo, a livello arteriolare, di una risposta inflammatoria simile a quella delle vie

respiratorie [35].

Le alterazioni anatomo-patologiche nella BPCO interessano vari distretti delle vie aeree:

e Vie aeree prossimali (trachea, bronchi con diametro > 2mm): cellule infiammatorie
(aumento di macrofagi e linfociti T CD-8), alterazioni strutturali (aumento delle cellule
caliciformi, ingrandimento delle ghiandole sottomucose).

e Vie aeree periferiche: cellule inflammatorie (aumento macrofagi, linfociti T CD-8, linfociti
B, follicoli linfoidi, fibroblasti), alterazioni strutturali (ispessimento della parete delle vie
aeree, fibrosi peribronchiale, essudato infiammatorio luminale, restringimento delle vie
aeree)

e Parenchima polmonare: cellule infiammatorie (aumento di macrofagi e linfociti CD-8 ),
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alterazioni strutturali (distruzione della parete alveolare, apoptosi delle cellule epiteliali e
endoteliali, enfisema centrolobulare/ panacinare).

e Vasi polmonari: cellule infiammatorie (aumento macrofagi e dei linfociti T), alterazioni
strutturali (ispessimento dell’intima, disfunzione delle cellule endoteliali, aumento della
muscolatura liscia).

L’estensione del processo infiammatorio, della fibrosi e dell’essudato endoluminale nelle

piccole vie aeree correla con la riduzione del FEV1 e del rapporto FEVI/FVC e

probabilmente con il declino accelerato del FEV1 caratteristico della malattia [47].

In genere I’'inflammazione e le alterazioni strutturali delle vie aeree aumentano con la gravita

della malattia [47] e persistono anche dopo la cessazione del fumo.

L’infiammazione dell’albero respiratorio nei pazienti con BPCO appare un’amplificazione
della risposta inflammatoria normale ad agenti irritanti cronici come il fumo di sigaretta. Il
meccanismo alla base di tale amplificazione non € ancora noto ma si presume che sia
geneticamente determinato. Tuttavia, una piccola percentuale di pazienti, pur in assenza di
fattori genetici noti, sviluppa BPCO senza aver mai fumato. La causa scatenante della risposta
inflammatoria in questi casi non ¢ ancora conosciuta [48, 49]. L’ipotesi piu accreditata ed
avvallata da numerosi studi si basa sul fatto che le cellule infiammatorie attivate dal fumo di
sigaretta rilascino proteasi che possano distruggere il parenchima polmonare. In particolare 1
neutrofili ed 1 macrofagi, che sono attivati dal fumo di sigaretta, possono produrre proteasi
come I’elastasi leucocitica e le metallo proteasi che danneggiano le cellule polmonari e
I’interstizio [50]. Comunque anche 1 linfociti giocano un ruolo fondamentale nello sviluppo
dell’enfisema. Si ¢ infatti visto in vivo che la distruzione del parenchima si associa ad un
processo flogistico a livello alveolare mediato principalmente dai linfociti T. I linfociti T CD8
possono danneggiare il parenchima polmonare sia direttamente rilasciando TNF-alfa e
perforine sia indirettamente promuovendo I’apoptosi delle cellule alveolari [S1-53].

La BCPO ¢ una malattia progressiva che in alcuni casi puo diventare anche estremamente
severa. La risposta inflammatoria presente a livello delle vie aeree distali correla con 1 livelli
di severita [47]. Ovvero maggiore ¢ la severita e piu intensa e la risposta inflammatoria. Tali
dati documentano come la risposta flogistica giochi un ruolo fondamentale nella progressione

della malattia.
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2.4 Diagnosi

La BPCO ¢ una malattia progressiva, ma 1’evoluzione ¢ molto variabile tra gli individui
affetti.

I segni e sintomi comuni a tutti 1 pazienti con BPCO sono la tosse produttiva con
espettorazione mucosa o muco-purulenta e la dispnea; tuttavia, I’importanza relativa di questi
sintomi puo essere molto diversa da paziente a paziente, in base alla prevalenza dei disordini
di tipo flogistico-ipersecretivo o di quelli ostruttivi [36].

Si distinguono, in particolare, due quadri tipici, A e B, che rappresentano gli estremi di
un’ampia gamma di quadri con caratteristiche intermedie.

Nel tipo A (“pink puffer”) prevale la componente enfisematosa, il sintomo dominante ¢ la
dispnea da sforzo, mentre la tosse e I’ipersecrezione sono modeste; questi soggetti, in genere,
non vanno incontro alle crisi di insufficienza respiratoria globale da ipoventilazione, in
occasione delle riacutizzazioni.

Nel tipo B (“blue and bloated”) prevale la componente flogistico-ipersecretiva su quella
dispnoica; questi soggetti sono spesso cianotici e frequentemente sviluppano cuore polmonare
cronico e insufficienza cardiaca destra [36].

Alcuni individui mostrano un rapido ed accelerato declino della funzione polmonare, mentre
in altri ¢’€ una progressione piu lenta.

La diagnosi di broncopneumopatia cronica ostruttiva si basa su un’anamnesi positiva per
fattori di rischio (primo fra tutti il fumo di sigaretta) e sulla documentazione di un’ostruzione
irreversibile al flusso aereo, in presenza o meno di sintomi, dopo aver escluso altre cause di
broncostruzione cronica. La spirometria ¢ il gold standard per la diagnosi e la stadiazione
della BPCO.

E importante sottolineare che, I’arresto dell’esposizione ad agenti nocivi, implicati nella
BPCO, puo controllare i sintomi e migliorare la qualita della vita. Tuttavia, una volta
sviluppata, la BPCO non puo essere guarita [39].

I principali predittori della sopravvivenza, nello stadio terminale della BPCO, sono: la
persistenza dell’abitudine tabagica, la presenza di comorbidita, la grave ipossiemia e un BMI

inferiore a 25 [54, 55].
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CAPITOLO 3

Riacutizzazioni

3.1 Riacutizzazioni di BPCO

Negli ultimi anni, grazie anche alla messa a punto di metodiche di biologia molecolare sempre
piu sensibili, ¢’¢ stata una rivalutazione del ruolo delle infezioni nella BPCO e attualmente vi
¢ una chiara evidenza che le infezioni, sia batteriche che virali, rappresentino non solo la

causa principale delle riacutizzazioni, ma contribuiscano anche alla patogenesi della malattia

[56].

3.1.1 Fasi di riacutizzazione

Le riacutizzazioni della BPCO sono eventi relativamente frequenti che hanno un grande
impatto sul benessere del paziente, sia a breve che a lungo termine. Influiscono negativamente
sulla storia naturale della malattia, infatti 1l declino della funzione polmonare ¢ accelerato nei
pazienti con frequenti riacutizzazioni. Uno studio recente ha mostrato che piu’ severa ¢ la
malattia maggiore ¢ il numero di pazienti che manifesta frequenti riacutizzazioni. Tuttavia lo
stesso studio ha dimostrato che anche una percentuale significativa di pazienti con malattia
piw’ lieve manifesta frequenti riacutizzazioni. Lo studio ha quindi descritto il cosidetto
fenotipo di BPCO con frequenti riacutizzazioni ovvero pazienti che manifestano frequenti
riacutizazioni indipendentemente dalla gravita della malattia. Tale fenotipo si mantiene
costante nel tempo [57].

Secondo le linee guida GOLD, si definisce la riacutizzazione come “un evento, nella storia
naturale della malattia, caratterizzato da un cambiamento nei sintomi di base del paziente,
cio¢ dispnea, tosse e/o0 espettorazione, oltre le normali variazioni giornaliere, ad esordio acuto,
che puo giustificare una modificazione della regolare terapia di base del paziente”.

La frequenza delle riacutizzazioni varia da uno a quattro casi per persona per anno €
generalmente aumenta con la progressione della malattia. La frequenza dell’ospedalizzazione
per riacutizzazione varia da 0,15 a 0,25 per paziente per anno e la durata della degenza, in
media, ¢ di 8,7 giorni. La presenza di comorbidita (insufficienza cardiaca, cardiopatia
ischemica o diabete mellito) ¢ il piu importante fattore predittivo per I’ospedalizzazione a
causa di riacutizzazione di BPCO. Il ricovero per riacutizzazione di BPCO ¢ associato ad una
mortalita che va dal 2,5 al 24% e che supera il 43% in chi necessita della ventilazione

meccanica. La mortalita ¢ inoltre elevata in soggetti in eta avanzata, di sesso maschile, con
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ridotta funzione polmonare e comorbidita [58]. In corso di riacutizzazione si ha anche un
aumento dell’iperinsufflazione e dell’intrappolamento d’aria con riduzione del flusso
espiratorio che spiegano 1’aggravamento della dispnea. Si assiste anche ad un peggioramento
delle alterazioni del rapporto Va/Q che determina ipossiemia grave.

11 75-80% delle riacutizzazioni sono causate da infezioni virali e/o batteriche; di queste 1l 50%
¢ causata da batteri, il 30% da virus ed il restante 20% da un’associazione dei due. Il 20-25%
delle riacutizzazioni sono invece probabilmente da imputare all’inquinamento e ad altre
condizioni ambientali [57].

Le tre principali specie batteriche isolate in corso di riacutizzazione sono: Haemophilus
influenzae, Moraxella catarrhalis e Streptococcus pneumoniae. Altri potenziali patogeni,
isolati meno frequentemente, sono: Pseudomonas aeruginosa, Staphilococcus aureus,
Haemophilus parainfluenzae ¢ Hemophilus hemolyticus [59].

I principali virus associati con le riacutizzazioni della BPCO sono: Rhinovirus, Coronavirus,

Influenza A e B, Adenovirus e Virus Respiratorio Sinciziale [60].

3.1.2 Infiammazione in corso di riacutizzazione

Numerosi studi documentano che le riacutizzazioni nella BPCO sono caratterizzate da un
aumento della preesistente infiammazione a carico delle vie aeree associate [61]. Tuttavia per
quanto riguarda 1 markers inflammatori e le cellule coinvolte in tali processi vi sono pochi
dati perché ¢ difficile prelevare materiale biologico (espettorato, biopsie bronchiali, lavaggio

bronco alveolare) in un paziente in fase di riacutizzazione.

Il ruolo degli eosinofili € controverso anche in corso di riacutizzazione. Infatti, in alcuni studi
si ¢ evidenziato un aumento degli eosinofili in corso di riacutizzazione [62, 63] mentre in altri
non si ¢ visto un tale aumento nella conta cellulare [61]. Queste discrepanze possono essere
almeno in parte giustificate dal fatto che i1 pazienti sono stati seguiti in modo differente e
avevano grado diverso di ostruzione.

E’ interessante sottolineare che uno studio ha dimostrato che I’aumento di eosinofili in corso
di riacutizzazione di BPCO si ha solo in presenza di infezione virale delle vie aeree [64].
Pertanto ci0 potrebbe rappresentare un marcatore specifico di infezione virale. Un altro studio
ha documentato che in corso di riacutizzazione si assiste ad un aumento di linfociti T a
fenotipo Th2, ovvero in grado di produrre 1L-4 ed IL-5. Essendo gli eosinofili le molecole
effettrici della cascata infiammatoria Th2, I’aumento delle cellule Th2 potrebbe giustificare

I’incremento di eosinofili che si verifica in alcuni casi di BPCO riacutizzata [65].
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E’ stato descritto in corso di riacutizzazioni anche un aumento di neutrofili e linfociti T [66].
Alcuni studi mostrano anche una correlazione tra la frequenza delle riacutizzazioni e il pattern
di citochine presenti nello sputo. Pazienti che hanno frequenti riacutizzazioni hanno nello
sputo piu alti livelli di IL-6 e di IL-8 rispetto a quelli che hanno rare riacutizzazioni [66].
Molti markers sono aumentati in corso delle riacutizzazioni di BPCO: citochine, IL-6, 1L-8,
endotelina, LTB4 [61, 67]. Si ¢ anche visto che 1 livelli di IL-6 sono piu alti quando la
riacutizzazione ¢ associata ai sintomi del comune raffreddore [61].

In corso di riacutizzazione si ha anche un aumento dei livelli di isoprostano non solo nel BAL
ma anche a livello urinario [68]. La secrezione urinaria di isoprostano torna poi nella norma a
seguito del trattamento che viene effettuato nei pazienti con BPCO riacutizzata.

Nei pazienti con riacutizzazioni secondarie a infezioni delle vie aeree, anche se queste non
hanno eziologia batterica, si ha un aumento plasmatico della proteina C reattiva che si
normalizza, come nel caso dell’isoprostano, a seguito del trattamento [69].

Comunque c’¢ grande variabilita nell’espressione dei markers inflammatori nell’ambito delle

riacutizzazioni e cio suggerisce eterogeneita della risposta inflammatoria in tali casi.

3.1.3 1l ruolo dei batteri nella malattia in fase di stabilita

La presenza di microrganismi batterici patogeni, nelle vie aeree dei pazienti con BPCO
stabile, ¢ molto comune e si rileva nel 25-50% dei soggetti, in contrasto con la sterilita delle
vie aeree del polmone sano.

Uno studio ha evidenziato che, all’aumentare della carica batterica nelle vie aeree, cresce il
grado d’inflammazione e a questo si associa un piu rapido declino del FEV1 e, quindi, un piu
veloce peggioramento del grado di ostruzione al flusso aereo [70]. Di conseguenza, la
colonizzazione batterica nella malattia in fase di stabilita ¢ un importante fattore nella sua
progressione.

Il fatto che ci sia una relazione direttamente proporzionale tra la carica batterica nelle vie
aeree e 1l grado d’infiammazione delle stesse ¢ stato sottolineato da diversi studi.

In particolare, si ¢ visto che 1 livelli di TNF-a, IL-8, mieloperossidasi ed elastasi neutrofila
nell’espettorato sono elevati nei pazienti che risultano colonizzati da batteri patogeni [71].
L’IL-8 e 1 neutrofili giocano un ruolo chiave nello sviluppo della BPCO: sono entrambi
associati all’enfisema ed al peggioramento dell’ostruzione al flusso aereo.

Altre evidenze della cronica colonizzazione batterica nella BPCO sono: la presenza di
follicoli linfoidi, ricchi di linfociti B, nelle piccole vie aeree (probabilmente rappresentano

una risposta tissutale all’infezione cronica locale) e la presenza di bronchiectasie nella
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malattia avanzata, rilevate con tomografia computerizzata ad alta risoluzione (HRTC) [56].

Un ruolo fondamentale nello sviluppo di una colonizzazione microbica cronica nei pazienti
con BPCO ¢ svolto dalla grave compromissione delle difese immunitarie innate dell’apparato
respiratorio, determinata, perlomeno inizialmente, dal fumo di tabacco. Infatti, si osserva una
riduzione della clearence muco-cigliare, un’iporesponsivita e riduzione della capacita
fagocitica dei macrofagi alveolari, una riduzione dell’espressione

sulla. membrana macrofagica e delle cellule epiteliali bronchiali di recettori toll-like. Il
fallimento dell’immunita innata permette lo sviluppo dell’infezione nelle basse vie aeree. A
sua volta, 1 microrganismi patogeni contribuiscono alla distruzione dell’immunita stessa,
attraverso il danno dell’epitelio bronchiale e delle ciglia vibratili, perpetuando I’'infezione e

creando un vero e proprio circolo vizioso, come schematizzato nella Figura 3 [56].

Fattori iniziali (es. fumo tabacco)

| r Riacutizzazione
’ Compromissione dell'immunita innata }\ I\'I
|
[ \ (
| v
A Danno dell'epitelio delle vie aeree ‘ Colonizzazione microbica -{
i ]
| \ /,r' '
Progressione \._‘__ T N o e k Risposta
BPCO i infiammatoria

Alterato bilancio
proteasi-antiproteasi

! Aumentata attivita -

proteolitica

Figura 3: L’ipotesi del circolo vizioso alla base dell’infiammazione persistente e delle infezioni, caratteristiche
della BPCO (modificata da “Sanjay Sethi M. D. and Timothy F. Murphy M. D. Infection in the pathogenesis and

course of chronic obstructive pulmunary disease”).

L’esistenza di questo circolo vizioso pone le basi per future nuove possibilita di trattamento
della BPCO, basate, per esempio, sulla modulazione della risposta immunitaria innata e
sull’azione specifica verso determinati agenti microbici per cercare di rallentare 1’evoluzione

della malattia.
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3.1.4 1l ruolo dei virus nella malattia in fase di stabilita

I virus respiratori sono stati rilevati nei pazienti con BPCO in fase di stabilita, suggerendo che
essi svolgano un ruolo, insieme ai microrganismi batterici, nella patogenesi della malattia
stabile.

Il virus piu frequentemente isolato nella BPCO in fase di stabilita ¢ il Virus Respiratorio
Sinciziale (RSV), un virus a RNA che infetta le cellule epiteliali bronchiali attraverso la
fusione della superficie delle stesse cellule.

La presenza di un’infezione virale cronica, nelle vie aeree dei pazienti con BPCO, gioca un
ruolo chiave nell’induzione di un’infiammazione cronica, costituita prevalentemente da
linfociti T CD8+, che contribuisce al danno polmonare associato alla progressione della
malattia.

Questo ¢ sostenuto dall’osservazione che 1 pazienti, nei quali ¢ stata rilevata la presenza del
RSV nell’espettorato, ripetutamente, per oltre due anni, hanno un piu rapido declino della
funzione respiratoria.

Un ruolo importante, nella patogenesi della malattia in fase di stabilita, ¢ svolto anche
dall’infezione latente da Adenovirus. Durante 1’infezione latente, vengono prodotte le proteine
virali che determinano la persistenza di un’inflammazione cronica, costituita soprattutto da

linfociti T CD8 +, ma il virus non replica completamente [60].

3.1.5 I batteri come causa di riacutizzazione della BPCO

L’isolamento dall’espettorato di un batterio potenzialmente patogeno ha la stessa incidenza
durante le riacutizzazioni e durante la fase stabile della malattia. Quindi, non ¢ sufficiente la
presenza di un batterio patogeno nelle vie aeree inferiori per spiegare le riacutizzazioni di
natura infettiva batterica. E stato allora proposto che la riacutizzazione potesse derivare da un
aumento della carica batterica, ovvero della concentrazione dei batteri che normalmente
colonizzano le vie aeree nella BPCO stabile. Ma anche questo non si ¢ dimostrato sufficiente
per spiegare lo sviluppo delle riacutizzazioni [59]. Un nuovo modello per cercare di spiegare
la patogenesi delle riacutizzazioni su base batterica ¢ quello che ritiene che giochi un ruolo
centrale 1’acquisizione di nuovi ceppi di H. influenzae, M. catarrhalis, S. pneumoniae [57]. In
assenza della malattia polmonare, questi patogeni colonizzano il tratto respiratorio superiore;
nei pazienti con BPCO infettano, invece, sia il tratto respiratorio superiore che inferiore e
causano, a volte, un’infezione sistemica. Non sempre, pero, I’acquisizione di un nuovo ceppo
batterico ¢ associata ad una riacutizzazione. Questo dipende dal bilancio tra la capacita di

difesa dell'ospite e la virulenza del patogeno, con conseguenti diversi livelli d’inflammazione
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delle vie aeree e, quindi, diversa gravita dei sintomi lamentati dal paziente [59]. Se la risposta
immunitaria specifica secondaria all’infezione ¢ adeguata, eventualmente in associazione alla
terapia antibiotica, si avra I’eliminazione del ceppo batterico e, quindi, la “guarigione”,
altrimenti si potra instaurare un’infezione persistente. Nuove riacutizzazioni potranno derivare
dall’infezione da parte di nuovi ceppi, anche dello stesso patogeno, verso 1 quali il paziente ¢
suscettibile; vedi schema in Figura 2 [59]. Con il peggioramento della malattia aumenta la
frequenza delle riacutizzazioni, soprattutto di quelle batteriche sostenute da patogeni
opportunistici gram negativi (ad esempio lo Pseudomonas aeruginosa), probabilmente per una
progressiva riduzione dell’immunita innata ed adattativa a livello polmonare [60].

Ogni microrganismo batterico provoca un proprio pattern inflammatorio, ma in generale le
infezioni batteriche determinano un’ipersecrezione mucosa, la riduzione del battito cigliare e
la chemiotassi prevalentemente neutrofila, attraverso I’induzione di citochine come 1L-6, 1L-8
e TNF-a. La degranulazione dei neutrofili attivati comporta il rilascio di elastasi, proteasi ed
agenti ossidanti. Le proteasi e gli agenti ossidanti danneggiano I’epitelio delle vie aeree,
riducono la frequenza del battito cigliare, stimolano la secrezione mucosa ed aumentano la
permeabilita della mucosa bronchiale. Questo determina, soprattutto a livello delle vie aeree
piu distali, un aumento dell’ostruzione al flusso aereo (con conseguente peggioramento della
dispnea), e un aumento dell’espettorato di natura purulenta. L’elastasi neutrofila, che
raggiunge alti livelli durante le riacutizzazioni batteriche, contribuisce significativamente al
danno polmonare e alla perdita della funzione respiratoria, tipica dell’evoluzione della BPCO.
Alla cascata inflammatoria che caratterizza le riacutizzazioni della malattia, contribuiscono
anche componenti batterici (come il lipopolisaccaride), attraverso 1’attivazione del fattore di

trascrizione nucleare KB e la produzione di citochine, chemochine e molecole d’adesione

[72].
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3.1.6 I virus come causa di riacutizzazione della BPCO

Anche 1 virus sono una causa rilevante di riacutizzazione della malattia e sono associati a
riacutizzazioni severe, che richiedono spesso I’intubazione e la ventilazione meccanica del
paziente. I virus respiratori sono stati anche riscontrati nella BPCO in fase di stabilita,
suggerendo la possibilita di un’infezione virale cronica che pudo avere un ruolo
nell’evoluzione della malattia.

Uno studio ha rilevato, attraverso I'uso della PCR (reazione a catena della polimerasi), in 66
riacutizzazioni ad eziologia virale, 1 Rhinovirus in 39 casi (59%), il Virus Respiratorio
Sinciziale in 19 casi (28,8%), 1 Coronavirus in 7 casi (10,6%), il Virus dell’Influenza A in 6
casi (9%), il Virus dell’Influenza B in 3 casi (4,5%), il Parainfluenza Virus in 1 caso (1,5%) e
gli Adenovirus in 1 caso (1,5%). Questo dimostra che multipli virus possono essere
responsabili di una singola riacutizzazione.

I principali fattori che favoriscono le infezioni virali sono: I'infiammazione e Ila
colonizzazione batterica delle vie aeree, il fumo di sigaretta e la stagione dell’anno (le
infezioni virali sono, infatti, piu frequenti nei mesi invernali, quando le temperature sono piu
fredde).

I Rhinovirus sono la causa piu frequente delle riacutizzazioni ad eziologia virale (sono, infatti,
implicati nel 43% di esse). Uno studio ha dimostrato che 1 pazienti con BPCO sviluppano
riacutizzazioni della malattia e raffreddori con una dose di virus 100/1000 volte inferiore a
quella necessaria per causare lo stesso effetto su soggetti sani. Inoltre, esiste un intervallo di
3/4 giorni tra il picco dei sintomi del raffreddore e quello dei sintomi legati alla
colonizzazione delle vie aeree inferiori, ovvero 1 sintomi della riacutizzazione della malattia.

I Rhinovirus aderiscono all’epitelio delle vie aeree attraverso la molecola d’adesione
intercellulare 1 (ICAM-1) e la loro infezione favorisce I’espressione di questa molecola,
ovvero potenzia il loro legame all’epitelio bronchiale e I’invasione dello stesso. L’espressione
latente della proteina adenovirale E1A, nelle cellule alveolari, aumenta I’espressione di
ICAM-1 e questo puod rappresentare un meccanismo per aumentare la suscettibilita alle
infezioni da Rhinovirus nei pazienti con BPCO [60].

Uno studio ha dimostrato che, a differenza dei neutrofili, che aumentano nell’espettorato in
tutte le riacutizzazioni (virali e batteriche) e sono legati, quindi, piu alla severita della
riacutizzazione che alla sua eziologia, gli eosinofili sono un buon predittore di una
riacutizzazione virale. Infatti, gli eosinofili, a differenza dei neutrofili, sono risultati essere

significativamente aumentati, nell’espettorato dei pazienti con BPCO, solo nel caso di una
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riacutizzazione di natura virale [72].

Nel corso di una riacutizzazione ad eziologia virale aumentano, sia nelle vie aeree che a
livello sistemico, 1 livelli di endotelina-1, un importante broncocostrittore e vasocostrittore,
mediatore pro-inflammatorio e favorente I’ipersecrezione mucosa. Inoltre, nel sangue,
aumentano 1 livelli di fibrinogeno e questo suggerisce una maggiore predisposizione alle
complicanze cardio-vascolari in corso di riacutizzazione virale [60].

Queste ricerche hanno, quindi, iniziato ad individuare specifici markers infiammatori che
possono essere utilizzati per distinguere la differente eziologia di una riacutizzazione della

malattia.

3.1.7 L’interazione tra virus e batteri nelle riacutizzazioni della BPCO

Le riacutizzazioni causate sia da virus che da batteri sono piu severe e associate ad un piu alto
livello di markers infiammatori rispetto a quelle ad eziologia puramente virale o batterica.

I virus incrementano ’aderenza e la capacita d’invasione da parte dei batteri; quest’ultimi, a
loro volta, aumentano la suscettibilita alle infezioni virali.

Quindi, attraverso questo meccanismo, una prima infezione pud potenziare una seconda e cosi

via, con un effetto moltiplicativo [56].
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3.2 Riacutizzazioni di asma bronchiale

L’asma ¢ una malattia inflammatoria cronica delle vie aeree caratterizzata da episodi ricorrenti
di peggioramento della dispnea, della tosse, del respiro sibilante e dell’oppressione toracica.
Tali episodi prendono il nome di riacutizzazione e contribuiscono in maniera significativa a
peggiorare la morbidita e la mortalita nell’asma bronchiale. Per tali motivi la prevenzione ed
il trattamento delle riacutizzazioni rappresenta uno degli outcomes fondamentali nel
management dell’asma bronchiale.

I sintomi possono presentarsi singolarmente o in combinazione [73] e si associano ad un
deterioramento della funzionalita respiratoria.

Le riacutizzazioni sono un elemento fondamentale che contraddistingue la storia naturale
della malattia asmatica causando un aumento del consumo di farmaci antiasmatici, delle visite
in pronto soccorso, delle ospedalizzazioni e di eventi fatali. Inoltre la frequenza e I’intensita
delle riacutizzazioni condizionano la qualita di vita del paziente asmatico con enormi
ripercussioni sociali in termini di perdita di giorni lavorativi, scolastici e di spese sanitarie. 11
50% e oltre delle spese legate alla gestione sanitaria dell’asma sono attribuibili in maniera
diretta o indiretta alla gestione e alla risoluzione delle riacutizzazioni [74]. Negli USA ogni
anno 2 milioni di visite in pronto soccorso € 500000 ricoveri ospedalieri sono dovuti a
riacutizzazioni asmatiche [73]. In Gran Bretagna oltre 17 milioni di giorni lavorativi sono
persi ogni anno a causa dell’asma con un costo sociale totale annuo di circa un miliardo di
sterline. 11 costo medio annuale del trattamento farmacologico aumenta di circa 3.5 volte nei
pazienti che manifestano una riacutizzazione [75].

L'insorgenza di una riacutizzazione asmatica ¢ lenta ed il deterioramento sia clinico che
funzionale sono progressivi.

In alcuni casi la situazione puo invece diventare molto grave in breve tempo. La comparsa di
questi episodi ¢ generalmente dovuta all'esposizione ad uno stimolo scatenante come infezioni
virali, allergeni, polveri, agenti irritanti, modificazioni di temperatura dell'aria inalata; al
mancato controllo farmacologico della patologia o ad entrambi 1 fattori. Generalmente segnali
precoci di riacutizzazione sono una lenta e graduale riduzione dei valori di picco di flusso
espiratorio (PEF), un concomitante incremento dei sintomi e dell'utilizzo dei farmaci P2-
agonisti a rapida azione. In particolare, la presenza di asma notturno sembra essere un marker
di scarso controllo dell’asma. Per riconoscere precocemente un peggioramento della patologia
il monitoraggio dei sintomi e I’eventuale necessita di terapie aggiuntive sono di grande
importanza per medico e paziente.

Prevenire, identificare, trattare prontamente le riacutizzazioni sono passi fondamentali nella
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gestione a lungo termine dell'asma. Nonostante tutto, non sempre la gravita di un attacco
asmatico viene riconosciuta dal medico e questo pud comportare un trattamento iniziale

inadeguato e magari ad un ritardo nella decisione di ospedalizzazione.

3.2.1 Livelli di gravita delle riacutizzazioni asmatiche

La definizione del livello di gravita di una riacutizzazione ¢ importante, in quanto regola le
decisioni terapeutiche. La gravita viene definita secondo parametri clinici che tengono conto
della severita dei sintomi, dei valori della frequenza respiratoria e cardiaca, dell’obiettivita
toracica, della riduzione del PEF e dei valori emogasanalitici [73]. Si attribuisce un livello di

gravita maggiore se:

il paziente non risponde al primo trattamento somministrato;

I’esordio della riacutizzazione ¢ stato improvviso;

il quadro clinico e funzionale si ¢ rapidamente aggravato;

¢ la storia del paziente fa pensare che possa essere a rischio di morte per asma.

I fattori associati ad un aumentato rischio di morte per asma sono: la presenza in anamnesi di
ospedalizzazioni per crisi asmatiche nell'anno precedente, soprattutto se si sono resi necessari
un trattamento di emergenza e con ventilazione meccanica; un'anamnesi positiva per uso
attuale o recente di corticosteroidi sistemici; una scarsa aderenza al programma terapeutico; la
presenza di disturbi psichiatrici o di problemi socio-familiari, elementi che destano il sospetto
di una non ottimale gestione terapeutica e/o0 uno scarso riconoscimento dei sintomi e della
loro gravita [76, 77].

Uno studio condotto per valutare I’impatto economico dell’asma e della rinite [74] ha
evidenziato che piu del 70% dei pazienti con asma lieve moderato vanno incontro ad una
media di 40 episodi di riacutizzazione lieve 1’anno ed il 40% di questi pazienti presentano due
riacutizzazioni severe per anno. D’altra parte un altro studio simile evidenzia invece una
frequenza molto inferiore di riacutizzazioni [78].

Tra 1 fattori di rischio dell'asma bronchiale riconosciamo 1 fattori costituzionali, che
predispongono gli individui all’insorgenza dall'asma, 1 fattori ambientali, che influenzano la
suscettibilita all'insorgenza dell'asma in individui predisposti, e 1 fattori scatenanti, che

riacutizzano o che determinano la persistenza dei sintomi asmatici.

3.2.2 Ruolo delle infezioni virali nelle riacutizzazioni

Esposizione ad allergeni, a inquinanti atmosferici, stress, esercizio fisico ed esposizioni
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professionali sono i principali fattori, ma la causa piu frequente di riacutizzazione, sia nei
bambini che negli adulti, ¢ rappresentata dalle infezioni virali delle vie aeree.

Nonostante un adeguato trattamento dell’asma, come suggerito dalle linee guida
internazionali, le riacutizzazioni continuano a verificarsi.

Visto I’elevato impatto socio-sanitario delle riacutizzazioni asmatiche e sulla qualita di vita
del paziente asmatico, I’elevata frequenza delle infezioni virali come causa di riacutizzazione
asmatica e vista 1’assenza, allo stato attuale, di presidi farmacologici specifici per il controllo
o la prevenzione delle riacutizzazioni virus indotte, uno studio approfondito e dettagliato dei
meccanismi attraverso 1 quali il virus porta alla comparsa di riacutizzazione ¢ considerato un
evento chiave per fornire nuovi possibili target di intervento farmacologico per diminuire la
frequenza delle riacutizzazioni asmatiche. Studi recenti hanno documentato come nell’asma
persistente, un’adeguata dose di glucocorticoidi per via inalatoria sia in grado di ridurre solo
del 40% la comparsa di riacutizzazioni severe [79] invece questo non sembra verificarsi nei
bambini asmatici in eta scolare nei quali vi ¢ una maggiore frequenza delle infezioni virali e
I’insuccesso della terapia di fondo con glucocorticoidi ¢ ancora maggiore [80].

Da questo si comprende quindi che vi ¢ una differenza patogenetica tra asma in fase di
stabilita, in cui 1 glucocorticoidi agiscono efficacemente nel controllo della malattia e
riacutizzazioni asmatiche, nelle quali 1 virus oltre a rivestire un ruolo fondamentale, sembrano
essere in grado di indurre uno stato transitorio di steroido-resistenza.

Per molto tempo si ¢ ritenuto che i comuni virus respiratori fossero responsabili di
manifestazioni cliniche minori a carico dell’apparato respiratorio e che I’interessamento delle
vie aeree inferiori si verificasse solo in particolari condizioni predisponenti: infanzia,
senescenza, pazienti immunocompromessi.

Lo sviluppo di nuove tecnologie di biologia molecolare che consentono d’identificare la
presenza dei virus respiratori in campioni biologici ottenuti dall’apparato respiratorio, ha
fornito nuovi strumenti piu specifici e sensibili per determinare il ruolo dei virus nelle
malattie dell’apparato respiratorio [81, 82].

Johnston et al. nel 1995 con I'utilizzo della reazione a catena polimerasica (RT-PCR) hanno
documentato che 1’80-85% degli episodi di wheezing in bambini in eta scolare era associato
ad un’infezione virale delle vie aeree [83] e dopo questo ritrovamento numerosi studi hanno
confermato, soprattutto nei bambini e nelle riacutizzazioni severe che richiedono
I’ospedalizzazione, 1’associazione tra infezioni virali delle vie aeree e riacutizzazioni
asmatiche.

Per quel che riguarda la popolazione adulta, I’associazione tra riacutizzazione asmatica e

29



infezione virale delle vie aeree si assesta tra il 45 ed il 76% degli episodi di riacutizzazione,
andando perci0 in maniera importante ad incrementare la morbidita in corso di asma
bronchiale.

Tra 1 virus respiratori il rinovirus (il virus responsabile del comune raffreddore) ¢ quello piu
frequentemente identificato negli studi clinici, la sola eccezione ¢ rappresentata dal virus
respiratorio sinciziale piu frequente negli episodi acuti in bambini in eta prescolare [83-85].
Le infezioni virali a carico dell’apparato respiratorio superiore oltre ad aumentare la morbidita
dell’asma incrementando il numero di riacutizzazioni, sembrano essere associate anche ad una
maggiore gravita delle riacutizzazioni. Infatti, le infezioni virali respiratorie si associano
all’ospedalizzazione per asma sia nei bambini che negli adulti [86, 87]. In uno studio recente
si dimostra che nelle riacutizzazioni asmatiche nelle quali ¢ stata identificata la presenza di un
virus, si riscontra un FEV1 piu basso, una maggiore necessita di ospedalizzazione e una
degenza ospedaliera piu prolungata rispetto alle riacutizzazioni nelle quali non erano stati
isolati virus. In particolare ¢ stata evidenziata la presenza di livelli maggiori di LDH
nell’espettorato, marcatore della lisi cellulare e del danno epiteliale bronchiale indotti dal
virus, nei pazienti nei quali si era isolato un virus. Il valore di LDH ¢ risultato essere I’unico
fattore predittivo per la durata dell’ospedalizzazione suggerendo quindi come I’infezione
virale rappresenti ’evento causale della comparsa di riacutizzazione e che la severita della
stessa dipenda dal danno provocato dal virus a livello dell’epitelio bronchiale [85].

Inoltre nella popolazione adulta durante ’inverno ¢ stato riportato in numerosi studi un
aumento della mortalita per asma, suggerendo come le infezioni virali, che risultano piu

frequenti durante 1’inverno, possono essere ritenute causa di aumentata mortalita per asma

negli adulti [88-90].

3.2.3 Meccanismi patogenetici delle infezioni virali nelle riacutizzazioni.

I meccanismi attraverso i quali 1 virus respiratori, in particolare i rinovirus, possono indurre
una riacutizzazione asmatica non sono ancora del tutto chiariti.

Grazie a modelli sperimentali, sia in vitro che in vivo in asmatici volontari, ¢ oramai assodato
che le infezioni virali respiratorie possono riprodurre molte delle condizioni patogenetiche che
caratterizzano 1’asma bronchiale: aumento dell’iperreattivita bronchiale, inflammazione con
eosinofilia a livello delle vie aeree [91, 92].

Nel paziente asmatico I’infezione virale respiratoria determina un aumento dei sintomi a
carico delle vie aeree inferiori (tosse e dispnea) ed un peggioramento della funzionalita

respiratoria maggiore rispetto al paziente non asmatico. Tali manifestazioni cliniche sono il
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risultato di un potenziamento della preesistente infiammazione presente nelle vie aeree
inferiori dei pazienti asmatici indotta dal virus [93]. La maggior parte delle conoscenze
relative ai meccanismi delle riacutizzazioni asmatiche virus-indotte derivano da infezioni
sperimentali con rinovirus in asmatici volontari. La possibilita di creare nuovi farmaci per il
trattamento delle riacutizzazioni dipendera dalla miglior comprensione dei meccanismi
attraverso 1 quali il virus ¢ in grado di indurre la riacutizzazione, ma per ottenere tali
informazioni ¢ necessario prelevare materiale biologico da pazienti asmatici durante le
riacutizzazioni, procedura non eseguibile per motivi etici e di sicurezza nei pazienti in fase di

acuzie.

3.2.4 Infezioni virali respiratorie e riacutizzazioni: conseguenze cliniche e funzionali.

Le infezioni virali a carico delle alte vie aeree portano alla comparsa di manifestazioni
cliniche di lieve entita che nei soggetti sani si autolimitano, tuttavia portano alla comparsa di
riacutizzazione nei soggetti asmatici.

Tale maggiore suscettibilita dei pazienti asmatici, descritta in studi clinici che hanno osservato
le riacutizzazioni asmatiche che insorgono naturalmente [94], ¢ stata anche confermata in
modelli sperimentali in vivo di infezione con rinovirus in soggetti sani ed asmatici. I soggetti
asmatici sottoposti ad una infezione sperimentale con rinovirus manifestano una riduzione
della funzionalita respiratoria [92,95] ed un aumento dell’iperreattivita bronchiale [95]. Un
recente studio ha dimostrato che 1 pazienti asmatici, in seguito ad infezione sperimentale in
VIVO con rinovirus, mostrano, rispetto ai controlli sani, una maggiore severita dei sintomi a
carico delle vie aeree inferiori ed una maggiore caduta della funzionalita respiratoria. Lo
stesso studio dimostra nei soggetti asmatici una correlazione diretta tra carica virale e severita
dei sintomi respiratori, iperreattivita bronchiale e infiammazione a livello delle vie aeree
inferiori, evidenziando il ruolo determinante della replicazione virale e dell’inflammazione
virus correlata nella riacutizzazione asmatica [96]. Tali dati complessivamente evidenziano
una maggiore virulenza dell’infezione da rinovirus nei pazienti asmatici rispetto ai soggetti

normali.
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3.3 Ruolo della risposta Immunologica nelle riacutizzazioni di asma bronchiale virus indotte
Recentemente studi hanno evidenziato che 1 soggetti asmatici hanno una maggiore
suscettibilita nei confronti delle infezioni virali respiratorie. Infatti, in seguito ad infezione
virale 1 pazienti asmatici manifestano sintomi piu severi a carico delle vie aeree inferiori ed un
maggior peggioramento della funzionalita respiratoria rispetto ai soggetti sani [94].
Attualmente le ragioni di questa maggiore suscettibilita negli asmatici non sono conosciute.
Un’ipotesi emergente, supportata da modelli sperimentali sia in vivo che in vitro, suggerisce
che 1 pazienti asmatici possano avere una deficitaria risposta immunitaria, sia innata che
specifica, verso le infezioni respiratorie virali. Tale risposta deficitaria giustificherebbe
I’aumentata suscettibilita dei pazienti asmatici nei confronti delle infezioni virali.
La risposta immunitaria innata o naturale ¢ il primo meccanismo di risposta messo in atto
dall’organismo umano nei confronti dei virus. Questa risposta immunitaria € un evento
aspecifico in quanto virtualmente possono essere messi in atto gli stessi meccanismi di difesa
indipendentemente dal virus infettante ed ¢ anche priva di memoria, una seconda esposizione
allo stesso virus non evoca pertanto una risposta potenziata. Nell’incontro iniziale con un
virus la risposta immunologica innata, che si instaura immediatamente dopo il contatto,
rappresenta un evento fondamentale per prevenire una massiva distruzione tissutale e una
disseminazione del virus. Infatti alcuni virus sono in grado di completare un intero ciclo
replicativo in sole poche ore, sono invece necessari 3 o 4 giorni affinché una risposta
immunitaria specifica nei confronti del virus raggiunga un livello minimo di efficacia. Ad
un’iniziale risposta immunologica innata segue la risposta specifica. Questo tipo di risposta ¢
caratterizzato dalla produzione di anticorpi ad opera dei linfociti B e dall’attivazione delle
cellule T citotossiche grazie alla processazione e alla presentazione degli antigeni virali ad
opera di cellule addizionali del sistema immunitario, le pit importanti delle quali sembrano
essere le cellule dendritiche. A differenza della risposta innata, I’immunita specifica ha una
caratteristica peculiare rappresentata dalla memoria, che risulta in grado di garantire una
risposta piu intensa € mirata in seguito a reinfezione da parte del virus precedentemente
incontrato.
Gli elementi caratterizzanti la risposta immunitaria innata comprendono:
= fagocitosi messa in atto da macrofagi e neutrofili;
= citochine e chemochine rilasciate da diversi tipi di cellule (macrofagi, neutrofili, mastociti,
basofili e cellule epiteliali) con attivita antivirale e/o immuno-regolatoria (come gli

interferoni);
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= cellule natural killer (NK) in grado di riconoscere e distruggere le cellule infettate dal
virus, grazie a modificazioni indotte dal virus stesso o all’espressione di strutture virali
sulla superficie;

= componenti presenti nei fluidi organici in grado di neutralizzare ['infettivita virale

indipendentemente o in associazione con gli anticorpi.

3.3.1 Azione antivirale degli interferoni.

Gli interferoni (IFN) rappresentano una famiglia multigenica di citochine inducibili dotate,
oltre che della ben nota attivita antivirale, anche di importanti funzioni immuno-regolatorie.
Classicamente tale famiglia ¢ suddivisa in due gruppi, gli interferoni di tipo I e gli interferoni
di tipo II, recentemente ¢ stata descritta una nuova famiglia di citochine inducibili dotata di
attivita antivirale denominata interferoni di tipo I1I. Gli interferoni di tipo I, anche denominati
“interferoni virali” comprendono: IFN-a (di origine prevalentemente linfocitaria), IFN-f (di
origine prevalentemente epiteliale e fibroblastica), IFN-k, IFN-® e IFN-¢. Il gruppo di tipo II
¢ caratterizzato da un solo elemento denominato IFN-y; il gruppo di tipo III ¢ una nuova
famiglia di interferoni che comprende ’IFN-A.

Le infezioni virali inducono la produzione di interferoni di tipo I e potenzialmente tutte le
cellule sono in grado di produrre tali citochine. Invece la produzione di IFN-y ¢ indotta da
stimoli mitogenici ed antigenici ed avviene solamente ad opera di alcune cellule del sistema
immunitario tra le quali le cellule NK, i linfociti T CD4+ del sottotipo Thl e le cellule CD8
citotossiche. Due importanti citochine in grado di promuovere la sintesi di [IFN-y sono IL-12 e
IL-18, quest’ultima ¢ una citochina proinfiammatoria Thl appartenente alla famiglia della IL-
1. La IL-12 ¢ secreta dai fagociti mononucleati e dalle cellule presentanti I’antigene dopo
infezioni con patogeni intracellulari. IL-18 ed IL-12 manifestano un effetto sinergico
nell’induzione di IFN-y mediante ’'uso di meccanismi intracellulari differenti.

Il gruppo di geni per gli interferoni di tipo I comprendono nell’'uomo 13 geni per IFN-a, un
gene per IFN-B, un gene per IFN-k, un gene per IFN-o e un gene per IFN-g, tutti localizzati
sul braccio corto del cromosoma 9 e privi di introni. Il gene per IFN-y contiene tre introni e
mappa sul braccio lungo del cromosoma 12. Tali citochine seppur provenienti da fonti
cellulari diverse sono tutte in grado, grazie ad un’azione autocrina sulle cellule infettate e
paracrina, di indurre uno stato antivirale nelle cellule, grazie alla stimolazione della
produzione di enzimi deputati in ultima analisi all’inibizione della replicazione virale. La
ragione per cui esistono numerosi IFN dotati di azione simile € tuttora sconosciuta. Studi in

modelli animali hanno dimostrato che la delezione del gene per I'IFN-f rende 1’animale
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particolarmente suscettibile alle infezioni virali e che i rimanenti IFN-a non sono in grado di
compensare la perdita delI’IFN-3 suggerendo un ruolo cardine di tale citochina nell’efficienza
della risposta antivirale. E stato descritto un unico recettore di membrana per IFN-o, IFN-p e
IFN-o. Il recettore ¢ caratterizzato da due subunita denominate IFNAR-1 e IFNAR-2. I geni
per tali subunita sono localizzati sul cromosoma 21. Modelli animali hanno dimostrato che la
delezione dei geni che sintetizzano tale recettore rende gli animali completamente incapaci di
stabilire una adeguata risposta antivirale nonostante la presenza di un sistema immunitario per
altro intatto e nonostante venga conservata la capacita di difesa nei confronti di alcuni
patogeni. L’IFN-y si lega ad uno specifico recettore di membrana diverso da quello usato
dagli IFN di tipo I, anche esso presenta una struttura eterodimerica ed ¢ composto da una
subunita che lega in maniera specifica I'[FN-y denominata IFNGR-1 ed una subunita
accessoria denominata IFNGR-2. 1 geni di tali subunita nell'uomo sono localizzati
rispettivamente sul cromosoma 6 e sul cromosoma 21. La delezione nei modelli animali dei
geni per il recettore dell’IFN-y porta ad una incapacita di instaurare un’adeguata risposta
immunitaria nei confronti di numerosi patogeni € ad uno sviluppo alterato del sistema
immunitario. Infatti il ruolo dell’IFN-y ¢ centrale sia nella risposta immunologica innata che
in quella specifica essendo in grado di promuovere sia I’immunita naturale cellulo-mediata,
tramite la stimolazione delle cellule NK, che I’attivazione dei macrofagi e agire direttamente
sui linfociti T e B promuovendone la differenziazione. Infatti ’'IFN-y ¢ in grado d’indurre la
differenziazione dei linfociti T CD4+ in senso Thl ed inibire la proliferazione delle cellule
Th2. I’IFN-y ¢ una delle citochine necessarie per la maturazione delle cellule citotossiche
CD8+ ed agisce sui linfociti B favorendo lo scambio verso le sottoclassi IgG e inibendo lo
scambio verso le IgE. Questi due ultimi eventi rappresentano due meccanismi chiave della
risposta immunologica adattativa nei confronti del virus [97-101].

In seguito ad un’infezione virale si verifica una massiccia produzione di IFN di tipo 1. Tale
evento puo potenzialmente verificarsi a livello di qualunque tipo cellulare ed induce uno stato
antivirale sostanzialmente attraverso due meccanismi. Il primo ¢ rappresentato dall’induzione
di una attivita antivirale nelle cellule non ancora infettate, il secondo agisce attraverso
I’induzione dell’apoptosi nelle cellule infettate. Quindi, I’inibizione della replicazione virale e
la selettiva induzione dell’apoptosi nelle cellule infettate dal virus costituiscono la prima linea
di difesa messa in atto dal sistema immunitario contro le infezioni virali. Oltre a questa azione
diretta, gli IFN di tipo I sono anche in grado di contribuire in maniera indiretta alla risposta
antivirale agendo sulle cellule del sistema immunitario. E noto ad esempio che anche gli IFN

di tipo I sono in grado di attivare le cellule NK e i macrofagi. Piu recentemente ’attenzione si
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¢ spostata sul ruolo degli IFN di tipo I nel modulare la risposta immune adattativa. Evidenze
recenti dimostrano infatti che tali interferoni influiscono sulla proliferazione e sopravvivenza
dei linfociti T CD8+ e sembrano essere in grado di indurre un’efficace risposta ad opera dei
linfociti B.

Gli interferoni di tipo III si legano ad un unico recettore eterodimerico composto da CRF2-12
e CRF2-4. Le infezioni virali inducono un aumento dell’ m-RNA IFN-A in cellule epiteliali,
cellule mononucleate del sangue periferico e cellule dendritiche. Tale INF-A induce uno stato
antivirale.

Modelli animali hanno consentito di documentare i principali eventi immunologici che
caratterizzano un’infezione virale delle vie aeree. Durante una tipica infezione virale primaria
delle vie aeree, il virus infetta e si moltiplica a livello dell’epitelio di rivestimento del tratto
respiratorio raggiungendo un picco massimo in media dopo circa due giorni. Uno dei primi
meccanismi di difesa messi in atto dal sistema immunitario ¢ rappresentato dalla produzione
di IFN di tipo I. Tale risposta rapida raggiunge I’apice dell’efficienza dopo circa 24-48 ore per
poi estinguersi tra la 7°-8” giornata dopo I’infezione. Gli interferoni attivano le cellule NK, le
quali risultano rilevabili a livello polmonare a partire dalla 3* giornata dopo I'infezione e
raggiungono un picco in 4" giornata. Oltre a provvedere alla distruzione delle cellule infettate
le cellule NK rilasciano citochine tra le quali 'IFN-y in grado di attivare altre cellule
infiammatorie del sistema immunitario. Questi eventi, facenti parte della risposta immunitaria
innata, rappresentano meccanismi essenziali nella risposta precoce contro i virus nei primi
giorni dopo I'infezione. Durante questa prima fase della risposta immunologica gli antigeni
virali vengono processati a livello dei linfonodi locali ad opera della cellule dendritiche e
presentati ai linfociti T. La risposta messa in atto dai linfociti T CD4+ e CD8+ inizia circa 4-6
giorni dopo l'infezione con un picco di attivita intorno alla 7" giornata per poi scemare
progressivamente fino alla 14" giornata. Tuttavia cellule della memoria immunologica CD4+
e CD8+ possono persistere per tutta la vita. Il reclutamento di cellule T dipende sia dalla
produzione di chemochine che dall’espressione di molecole di adesione a livello endoteliale
nella sede di inflammazione. Anche la risposta mediata dai linfociti B e la conseguente
produzione di anticorpi richiede tempo affinché possa instaurarsi in maniera efficace. I primi
anticorpi prodotti sono le IgA presenti a partire dalla 3" giornata a livello della mucosa sede di
infezione, seguono a partire dalla 5*-6" giornata le IgM sieriche e poi compaiono in 7/-8"
giornata le IgG. Progressivamente vi ¢ un incremento della produzione di anticorpi e aumenta
anche la loro avidita nei confronti degli antigeni specifici durante le successive 2 settimane.

Le IgA raggiungono livelli non dosabili dopo circa 3-6 mesi mentre le IgG sieriche possono
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rimanere dosabili per tutta la vita. Meccanismi immunologici specifici, facenti parte della
risposta immunologica adattativa, come 1’azione delle cellule citotossiche CD8+ e la
produzione di anticorpi specifici, che seguono la risposta innata, sono necessari per
completare 1’eradicazione dell’infezione virale. Affinché I’infezione virale sia adeguatamente
eradicata ¢ quindi necessario che si instauri un’efficiente risposta immunologica innata, nella
quale gli interferoni e le cellule NK giocano un ruolo fondamentale e una successiva risposta
adattativa orientata in senso Thl, grazie all’azione di numerose citochine tra cui soprattutto
I’IFN-y, con attivazione di linfociti T citotossici CD8+ e successiva produzione di anticorpi

specifici.

3.3.2 Risposta immunologica innata nei pazienti asmatici.

Solide evidenze hanno documentato che in seguito ad infezione sperimentale con rinovirus 1
pazienti asmatici manifestano una deficitaria risposta immunologica innata a livello delle vie
aeree. Infatti, I’infezione ex vivo di cellule epiteliali bronchiali prelevate da pazienti asmatici
¢ caratterizzata da una produzione deficitaria di IFN-B, IFN-A e una ridotta apoptosi rispetto
all’infezione in cellule prelevate da donatore sano [102, 103]. La produzione di IFN correla
inversamente con I’aumentata replicazione virale che si verifica a livello delle cellule
epiteliali bronchiali di pazienti asmatici [102].

Pertanto la ridotta produzione di IFN a livello delle cellule epiteliali bronchiali, sede elettiva
dell’infezione virale, di pazienti asmatici potrebbe rappresentare il meccanismo immunitario
in grado di giustificare I’aumentata replicazione virale e virulenza dell’infezione virale stessa
che si verifica nelle vie aeree di pazienti asmatici. La ridotta risposta immunitaria innata ¢
stata riscontrata sia nei pazienti asmatici trattati con steroidi per via inalatoria sia in quelli non
trattati con steroidi, indicando che 1 difetti della risposta immunitaria innata non sono il
risultato del trattamento con steroidi e che gli steroidi non hanno effetti sulla risposta
immunologica innata in termini di apoptosi e produzione di interferone [102, 103]. Tale dato
sperimentale ¢ in accordo con ’osservazione clinica dell’inefficacia degli steroidi inalatori
nelle riacutizzazioni asmatiche virus indotte. Una deficitaria produzione di IFN-A ¢ stata
documentata anche in seguito ad infezione ex vivo con rinovirus in macrofagi alveolari
prelevati da paziente asmatico rispetto a donatori sani. Inoltre lo stesso difetto immunologico
fa seguito alla stimolazione dei macrofagi alveolari di pazienti asmatici con lipopolisaccaride
batterico [102].

Nel loro insieme questi dati dimostrano che la risposta immunologica innata nei pazienti

asmatici non ¢ specifica per una singola molecola antivirale, un tipo cellulare o uno stimolo

36



patogeno, ma rappresenta una risposta immunologica innata alterata caratteristica dei pazienti
asmatici. Tale alterata risposta immunologica innata rappresenta un possibile meccanismo in
grado di giustificare 1’aumentata suscettibilita dei pazienti asmatici nei confronti delle
infezioni virali. Infatti ¢ stato dimostrato che la produzione di IFN-A correla inversamente con
la severita della riacutizzazione asmatica indotta sperimentalmente dall’infezione in vivo con
rinovirus. Dopo infezione sperimentale in vivo con rinovirus minore ¢ la produzione di IFN-A,
maggiore sono 1 sintomi della riacutizzazione, e la caduta della funzionalita respiratoria,
mentre maggiori sono la carica virale nel BAL e I’inflammazione presente a livello delle vie
aeree [98]. Tuttavia non sono noti 1 meccanismi che causano nei pazienti asmatici una

deficitaria risposta immunologica innata.

3.3.3 Risposta immunologica acquisita antivirale nei pazienti asmatici.

Per consentire una adeguata risposta immunitaria antivirale, oltre ad un’efficace risposta
immunologica innata ¢ necessaria anche un’efficiente risposta immunologica acquisita,
orientata in senso Thl. E stato ipotizzato che la preesistente infiammazione di tipo Th2
presente a livello delle vie aeree dei pazienti asmatici possa alterare la normale risposta Thl
antivirale verso un’inappropriata e potenzialmente nociva risposta di tipo Th2. E stato
dimostrato, utilizzando un modello murino di asma bronchiale, che la presenza di
un’inflammazione Th2 a livello delle vie aree inferiori causa un’aumentata produzione da
parte di linfociti T CD8+ di IL-5 (Th2) piuttosto che di INF-y (Thl) dopo una infezione
virale. Tale risposta alterata porta ad un accumulo a livello delle vie aeree di eosinofili, invece
che di neutrofili [ 104].

Modelli sperimentali in vitro hanno dimostrato che I’esposizione delle cellule mononucleate
del sangue periferico (PBMC) al rinovirus causa la produzione di IFN-y e IL-12 (citochine
tipo 1 prodotte dalle cellule T CD4+ e dai monociti) sia nei soggetti asmatici che nei controlli
normali. Tuttavia le cellule mononucleate del sangue periferico provenienti da soggetti
asmatici producono livelli significativamente inferiori di IL-12 e IFN-y dimostrando un
difetto nella produzione di citochine tipo 1. Inoltre il rinovirus induce la produzione di IL-4 da
parte delle PBMC solamente nei soggetti asmatici. Pertanto nei pazienti asmatici, in seguito
ad infezione con rinovirus in PBMC, si verifica una deficitaria risposta immunologica Thl ed
un’anomala risposta Th2 [105].

Studi in vivo hanno evidenziato che una sbilanciata risposta immunologica in senso Th2
piuttosto che Thl condiziona la risposta antivirale. Gern et all. hanno dimostrato una

correlazione inversa tra il rapporto IFN-y/IL-5 (ovvero Th1/Th2) nell’espettorato di soggetti
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asmatici dopo infezione sperimentale con rinovirus sia nei sintomi clinici dell’infezione che
nel tempo di eliminazione del virus dall’ espettorato. Ovvero maggiore ¢ la produzione di
citochine di tipo Th1l (IFN-y) minore ¢ la severita della sintomatologia clinica dell’infezione
virale sperimentale con rinovirus e piu rapida ed efficace ¢ I’eliminazione del virus stesso
dalle vie aeree [106]. Inoltre ¢ stato dimostrato che maggiore ¢ la produzione in vitro di
citochine Th1l (IFN-y) in PBMC di pazienti asmatici dopo infezione con rinovirus, minore €
I’iperreattivita bronchiale e migliore ¢ la funzionalita respiratoria [107].

Questi risultati pertanto mostrano che un’alterata risposta immunologica antivirale Thl non
solo ¢ una caratteristica dei pazienti asmatici ma sembra anche riflettere la severita della
malattia e contribuire ad un’aumentata suscettibilita dei pazienti asmatici nei confronti delle
infezioni virali.

In conclusione quindi, numerose evidenze documentano che nei pazienti asmatici si verifica
un’alterata/ridotta risposta immunitaria innata [102, 103] e un’alterata risposta immunologica
acquisita orientata in senso Th2 piuttosto che Thl [105, 106]. Tuttavia non sono noti i
meccanismi che causano un’alterata risposta immunitaria. In particolare non ¢ noto se la
preesistente risposta infiammatoria di tipo Th2 presente a livello delle vie aeree inferiori dei
pazienti asmatici, oltre ad essere in grado di alterare la normale risposta immunitaria Thl

antivirale, possa causare anche un’alterata risposta immunologica innata.
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CAPITOLO 4

Dati sperimentali

4.1 Asma bronchiale con ostruzione fissa e BPCO: 5 anni di follow up

Un asma di vecchia data puo portare ad un rimodellamento delle vie aeree e ad un ostruzione
bronchiale fissa in termini di funzionalita polmonare: questo quadro funzionale, se non viene
presa in considerazione anche la storia clinica del paziente, pud portare ad una diagnosi non
corretta di BPCO. Studi epidemiologici hanno dimostrato che circa il 30 % dei pazienti con
ostruzione fissa ha una storia di asma bronchiale [108]. Alcune linee guida internazionali si
raccomandano comunque di classificare 1’asma bronchiale con ostruzione fissa come BPCO
[109, 110]. Inoltre molti dei dati disponibili sulla mortalita e morbilita della BPCO, sono
basati sulla combinazione di bronchite cronica, enfisema ed asma (codici 40-47 ICD).
L’eziologia della persistente limitazione del flusso aereo nei pazienti asmatici € poco
conosciuta, nonostante la maggior parte degli studi indica che la perdita funzionale ¢ correlata
ai processi infiammatori a carico della parete delle vie aeree [111, 112]. E stato dimostrato
che nei pazienti asmatici non fumatori con diagnosi di asma bronchiale severo persistente,
nonostante un trattamento intensivo con terapia antiasmatica, I’ostruzione bronchiale fissa ¢
un fenomeno frequente. I fattori che si associano a tale ostruzione bronchiale fissa sono
correlati all’insorgenza dell’asma in eta adulta, aumento dell’iperreattivita bronchiale, e
soprattutto all’eosinofilia nell’espettorato [113]. Gli eosinofili sono capaci di stimolare in
vitro la replicazione dei fibroblasti [114; 115], ed in vivo sono una importante fonte di
produzione per il TGF-B [116] una citochina importante con un ruolo determinante per le
alterazioni fibrotiche che si verificano nelle vie aeree dei pazienti asmatici. Nell’asma
bronchiale, I’infiltrazione delle vie aeree da parte di eosinofili e linfociti CD 4+ ¢
accompagnato ad un rimodellamento delle vie aeree caratterizzato da vasodilatazione,
eccessiva produzione di muco ed essudato, perdita delle cellule epiteliali, aumentato numero
delle cellule caliciformi, ipertrofia muscolare liscia e deposito di collagene a livello epiteliale.
I cambiamenti strutturali a carico delle vie aeree (meno nel parenchima polmonare) possono
restringere ed obliterare il lume delle vie aeree e di conseguenza diventare 1 maggiori fattori
determinanti I’ostruzione bronchiale nell’asma [117]

Nei pazienti BPCO, l’ostruzione bronchiale ¢ correlata alle alterazioni strutturali che si
verificano nelle vie aeree (specie in quelle di minor calibro) e nel parenchima polmonare.

L’infiltrazione delle vie aeree da parte dei neutrofili e linfociti CD 8 + ¢ accompagnato ad un
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rimodellamento delle vie aeree, caratterizzata da metaplasia delle cellule caliciformi e tappi di
muco, ipertrofia muscolare liscia, fibrosi e distorsione delle vie aeree che restringe ed oblitera
il lume delle vie aeree (118). Anche le alterazioni a carico del parenchima polmonare
contribuiscono all’ostruzione bronchiale della BPCO attraverso una riduzione del ritorno
elastico dovuto alla perdita degli attacchi alveolari.

Tuttavia € oggi importante distinguere clinicamente 1 pazienti con BPCO e componente
asmatica sulla base della loro risposta ai farmaci broncodilatatori ed ai glucocorticoidi per via
inalatoria e/o sistemica in quanto essi sembrano avere un diverso decorso clinico ed una
migliore prognosi, rispetto agli altri pazienti con BPCO.

Numerosi studi hanno confrontato I’infiammazione bronchiale nell’asma e la BPCO (119,
120, 121, 122 ). La maggior parte di questi studi ¢ stata eseguita mettendo a confronto
pazienti asmatici giovani con ostruzione bronchiale variabile con pazienti BPCO con
ostruzione fissa. I risultati di questi studi hanno dimostrato che nell’asma bronchiale
I’ostruzione variabile del flusso aereo ¢ associata ad una inflammazione delle vie aeree
caratterizzata da un aumento del numero dei T Linfociti (prevalentemente CD4+) e degli
eosinofili e da un aumentato ispessimento dello strato reticolare della membrana basale
epiteliale [117]. Nei pazienti BPCO I’ostruzione bronchiale fissa ¢ associata ad un aumento
dei linfociti T (prevalentemente CD 8+), macrofagi e neutrofili [123, 124]. Altri studi invece
hanno confrontato pazienti asmatici giovani con asma bronchiale steroido dipendente con
pazienti BPCO piu anziani e con ostruzione bronchiale fissa.

In uno studio di Fabbri e collaboratori pubblicato nel 2003 le caratteristiche
dell’infiammazione bronchiale sono state studiate in pazienti con ostruzione bronchiale fissa
che presentavano una storia clinica diversa (asma o BPCO), ma confrontabili per eta e grado
di severita di ostruzione bronchiale documentata con la spirometria [125] E’ stato dimostrato
che 1 pazienti asmatici con ostruzione bronchiale fissa hanno caratteristiche funzionali e
patologiche diverse rispetto ai pazienti BPCO. Anche in presenza di ostruzione bronchiale
fissa, nei pazienti con storia di asma, le alterazioni inflammatorie sono le stesse di quelle dei
pazienti asmatici con ostruzione variabile espressa sia in termini di infiltrati cellulari che di
aumento di spessore dello strato reticolare della membrana basale. 11 significato di questi
risultati ¢ che pur in presenza di ostruzione bronchiale fissa 1’asma dovrebbe essere
diagnosticata come tale e non come BPCO.

La relazione tra inflammazione delle vie aeree ed ostruzione bronchiale ¢ poco conosciuta sia
nell’asma che nella BPCO. L’aumento di un particolare tipo di cellule come eosinofili e

linfociti CD 4+ nell’asma e dei neutrofili e linfociti CD 8+ nella BPCO, sono non solo i1
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maggiori fattori determinati dell’ostruzione del flusso aereo, ma anche marcatori di due
cascate infiammatorie diverse che a loro volta potrebbero portare alla stessa anormalita
funzionale: ostruzione bronchiale fissa. Nei pazienti con storia di asma bronchiale ed
ostruzione fissa ¢ stato osservato un maggiore numero di eosinofili e minore numero di
neutrofili sia nell’espettorato, nel lavaggio bronchiolo-alveolare e nelle biopsie bronchiali.
Anche 1 livelli dell’ossido nitrico nell’aria espirata sono maggiori in questo gruppo di pazienti
rispetto a quelli BPCO con ostruzione fissa. I metodi non invasivi come ’analisi citologica
dell’espettorato e la misura dell’ossido nitrico possono risultare clinicamente utili nel
distinguere I’asma dalla BPCO quando non ¢ presente una chiara storia clinica o quando vi
sono numerosi fattori di rischio (pazienti asmatici che fumano o pazienti BPCO che hanno
sintomi frequenti). L’iperreattivita bronchiale ¢ poco utile nel distinguere queste due forme di
patologie una volta che 1’ostruzione bronchiale fissa si ¢ instaurata.

Anche le caratteristiche funzionali polmonari (espresse in termini di risposta agli steroidi,
volume residuo e capacita polmonare), gli scambi gassosi valutati con emogasanalisi arteriosa
e le alterazioni enfisematose osservabili con la TC ad alta risoluzione sono diverse nei due
gruppi dei pazienti [125]. Nei pazienti asmatici con ostruzione fissa il riscontro di un’alta
capacita di diffusione e di alti valori di PaO2 e di un basso volume residuo e basso score
dell’enfisema valutato con la TC ad alta risoluzione suggerisce che il parenchima polmonare
in questo gruppo di pazienti € meno coinvolto rispetto ai pazienti BPCO. Al contrario, una
bassa capacita di diffusione e bassi livelli di PaO2, un elevato volume residuo ed elevato
score dell’enfisema suggerisce che nei pazienti BPCO con ostruzione fissa ¢ presente
distruzione parenchimale.

Queste differenze in termini funzionali e patologici potrebbero spiegare la migliore prognosi
[126; 127] e la migliore risposta agli steroidi descritta in pazienti asmatici con ostruzione fissa
rispetto ai pazienti BPCO con ostruzione fissa. Quello che non € mai stato osservato € come
variano a distanza di anni 1 parametri clinici, funzionali, inflammatori confrontando questi
due gruppi di pazienti, in modo da poter permettere di capire se vi sono modificazioni o punti

di incontro fra le due patologie tali da poter aprire nuove strategie terapeutiche.

Scopo dello studio

Lo scopo di questo studio consiste nel valutare durante un periodo di follow up di 5 anni
I’andamento clinico, funzionale ed infiammatorio di pazienti asmatici con ostruzione fissa
rispetto ai pazienti BPCO. In particolare abbiamo voluto valutare ’andamento clinico dei

pazienti compresa la storia di riacutizzazioni, la funzionalitd polmonare in termini di
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ostruzione bronchiale (FEV1, della Capacita Vitale lenta e forzata, Volume Residuo, Capacita
Polmonare Totale e Diffusione alveolo-capillare del CO), misurazione dell’ossido nitrico
nell’aria espirata e valutazione delle cellule inflammatorie presenti nell’espettorato spontaneo

od indotto.

Pazienti dello studio

Sono stati inseriti nello studio pazienti asmatici e BPCO con ostruzione bronchiale fissa gia
noti e seguiti per un periodo di 5 anni presso il Centro di Ricerca su Asma e BPCO-
Universita degli Studi di Ferrara. La popolazione dello studio consisteva in una coorte di
pazienti asmatici con ostruzione bronchiale fissa (n=19) ¢ BPCO (n=27). La presenza di
ostruzione bronchiale fissa sia in pazienti asmatici che in pazienti BPCO era determinata dal
rapporto FEV1/FVC inferiore del 70% rispetto al valore teorico con valori del FEV1 che non
si modificava dopo somministrazione del broncodilatatore.

Originariamente , per questi pazienti, come precedentemente descritto in un altro studio cross
sezionale [125], la diagnosi di ostruzione bronchiale fissa in pazienti asmatici ¢ BPCO era
stata fatta oltre che sulla storia clinica anche sulla mancata reversibilita non solo al test di
broncodilatazione ma anche dopo breve ciclo di corticosteroidi per via sistemica (prednisone
50 mg/die per 15 giorni) [125].

Abbiamo inoltre valutato anche un terzo gruppo di pazienti asmatici con ostruzione
bronchiale completamente reversibile (n=15) che avevano una simile severita di ostruzione
bronchiale e simile eta media agli altri due gruppi in modo da poter confrontare il declino

della funzionalita respiratoria.

Criteri di inclusione

e Pazienti di entrambi 1 sessi di eta maggiore di 50 anni, gia noti per essere affetti da BPCO
ed asma bronchiale con ostruzione bronchiale fissa definito come rapporto FEV1/CVF post
broncodilatazione inferiore al 70%.

e Pazienti asmatici con storia clinica di tosse, dispnea, respiro sibilante e sensazione di
costrizione toracica con ostruzione variabile nelle precedenti spirometrie.

e Pazienti BPCO con storia clinica di tosse, espettorato e dispnea ed occasionali episodi di
respiro sibilante ma che non presentavano ostruzione variabile nelle precedenti
spirometrie.

e Pazienti non fumatori o ex fumatori da piu di 12 mesi di piu’ di 20 pack/years.
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Criteri di esclusione
e Assenza di riacutizzazione della sintomatologia respiratoria negli ultimi 3 mesi precedenti
lo studio di intensita tale da richiedere un trattamento farmacologico mirato.

e Pazienti in terapia con glucocorticoidi per via orale.

Conduzione dello studio

I pazienti con BPCO ed asma bronchiale con ostruzione fissa che sono stati informati

oralmente e per iscritto degli scopi dello studio e che hanno dato il loro consenso scritto sono

stati sottoposti ai seguenti accertamenti:

e Storia clinica ed esame obiettivo di routine;

e Prove di funzionalita respiratoria completa (curva flusso/volume, volume residuo, capacita
polmonare totale, diffusione alveolo-capillare al CO).

e Misurazione dell’ossido nitrico nell’aria espirata

e Raccolta di I campione di espettorato (indotto o spontaneo) per esame citologico.

Metodi

Prove di funzionalita respiratoria

Le prove di funzionalitd respiratoria (Biomedin Spirometer, Padova, Italia) sono state
condotte secondo metodiche standardizzate dalla European Respiratory Society [5].

Misura dell ossido nitrico (NO) nell’aria espirata

La misura dell’ossido nitrico nell’aria espirata ¢ stata effettuata con un analizzatore di
chemiluminescenza (NOA 280;Sievers, Boulder, CO) ad alta risoluzione (0.5 ppb) con una
sensivita da 1 a 500 ppb per volume, accuratezza 0.5 ppb e tempo di risposta < 2 sec. La
misura ¢ stata effettuata come descritto da Kharnitov e collaboratori [128], in accordo con le
linee Guida Europee per la misura dell’ossido nitrico nell’aria espirata [128].

Raccolta e processazione dell espettorato

L’espettorato ¢ stato raccolto dopo inalazione del broncodilatatore e successivamente
analizzato. In caso di mancanza di espettorato spontaneo veniva raccolto 1’espettorato indotto.
L’induzione dell’espettorato ¢ stata eseguita come descritto da Pin [129; 130)] previa
autorizzazione da parte del paziente con firma del consenso informato su apposito modulo. 11
FEVI e la CVF sono stati misurati prima e 15 minuti dopo la inalazione di 200 mg di
salbutamolo. E stata poi nebulizzata per periodi di 5 minuti una soluzione salina ipertonica

usando un nebulizzatore ultrasonico per un totale di 20 minuti, per indurre espettorato nei
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pazienti che ne fossero privi. [l FEV1 ¢ stato misurato ogni 5 minuti durante la nebulizzazione
per valutare I’eventuale manifestarsi di broncocostrizione. Ogni 5 minuti € stato chiesto al
soggetto di espettorare, dopo ripetuti colpi di tosse, all’interno di una capsula di Petri. La
nebulizzazione ¢ stata sospesa comunque dopo quattro esposizioni alla nebbia ultrasonica, e/o
se durante la nebulizzazione il VEMS diminuiva di almeno il 20% dal valore di base, o si
manifestavano sintomi insopportabili da parte del paziente, o se si otteneva un campione
adeguato di espettorato in qualita [131] e in quantita (a discrezione dell’operatore).

raccolta [132], ed ¢ stata condotta presso il Laboratorio di Ricerca Sull’Asma Bronchiale
dell’Universita di Ferrara. L’esame citologico dell’espettorato ¢ stato eseguito come descritto
da Popov [133]. Dal campione di espettorato raccolto, sono stati prelevati i frustoli di cellule,
separandoli dalla saliva, messi in una provetta Eppendorf e pesati. Al campione selezionato
nella provetta, ¢ stato aggiunto 1 ml di una soluzione di ditiotreitolo (1 M) diluita in soluzione
tamponata con fosfato (PBS) in rapporto di 1: 10, avendo cura di disperdere i frustoli
mediante microaspirazioni, utilizzando una pipetta Pasteur in plastica. Dopo aver sciolto la
sospensione cellulare, questa ¢ stata filtrata utilizzando una garza di nylon con pori del
diametro di 52 mm (BNSH Thompson Scarborough Ontario Canada), per rimuovere i detriti
ed 1l muco. La sospensione cosi ottenuta, ¢ stata centrifugata per 3 minuti alla velocita di 350
giri/minuto. Le cellule, che cosi si sono depositate sul fondo della provetta, sono state
risospese ed il volume quantificato. A questo ¢ stata aggiunta una quantita di PBS sufficiente
per portare la soluzione al volume finale di 1 ml prelevati 20 pl di questa sospensione che
sono stati trasferiti in una provetta in cui, in precedenza, erano stati posti 20 pl di colorante
Tripan blue. Una piccola quantita della sospensione cosi colorata, € stata collocata in una
camera conta cellule di Burker per I’esecuzione della conta cellulare totale e per 1’analisi della
vitalita delle cellule secondo il metodo di esclusione del Tripan blue. In seguito la sospensione
¢ stata portata ad una diluizione di 4x10° cellule/ml. Da questa diluizione sono stati prelevati
di volta in volta 100 pl, successivamente posti in ogni pozzetto della citocentrifuga e
centrifugandoli per 6 minuti alla velocita di 450 giri/minuto. I vetrini cosi ottenuti sono stati
lasciati asciugare per 24 ore. Due di questi vetrini sono stati fissati in una soluzione di
acetone/metanolo (in rapporto 1 :2) e colorati con il May Griimwald Giemsa per la conta
differenziale dei leucociti e delle cellule epiteliali squamose, utilizzando un microscopio
ottico all’ingrandimento di 40X. Sono state contate 400 cellule per ciascun vetrino, scegliendo

aree di conta non sovrapposte.
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Un campione veniva considerato adeguato se la percentuale delle cellule epiteliali squamose
era minore del 20% di tutte le cellule [131]. Per correggere la variabile della contaminazione
salivare, 1 risultati della conta differenziale dei leucociti sono state espressi come percentuale
delle cellule nucleate escludendo le cellule squamose [131]. I vetrini non colorati sono stati
archiviati in congelatore alla temperatura di -20°C per eventuali successivi studi citologici o

di immunocitochimica.

Analisi statistica

Il declino della funzionalita respiratoria all’interno dei gruppi di studio gruppi € stato eseguito
mediante 1-way ANOVA. Le differenze ai vari time points rispetto al basale sono state
valutate mediante t test. Il confronto dell’andamento del declino funzionale tra i gruppi ¢ stato
eseguito mediante 2-way ANOVA. Le differenze ai vari time points tra i gruppi sono state
valutate mediante t test per dati non appaiati. Il confronto del declino della funzionalita
respiratoria tra 1 due gruppi € stato valutato usando 2-way ANOVA. 1 confronti tra 1 gruppi
sono stati valutati usando ANOVA e il test di t student o il test di kruskal-Wallis ¢ Mann
Whitney quando appropriati. L’analisi di regressione lineare ¢ stata utilizzata quando
appropriato, ed ¢ stato eseguito test Pearson per studiare le correlazioni. L’analisi delle curve
ROC ¢ stata eseguita per verificare la capacita dei parametri infiammatori a predire la caduta
della funzionalita respiratoria e gli outcomes. La significativita statistica ¢ stata considerata
per p < 0.05. In caso di comparazioni multiple, 1 valori di p sono stati aggiustati usando la

correzione di Bonferroni.
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Risultati

Caratteristiche della popolazione.

I pazienti arruolati nei due gruppi di studio non presentano differenze significative in termini
di eta, sesso ed in termini di grado di ostruzione bronchiale ( vedi Tabella 1). I 3 gruppi di
pazienti avevano esposizione simile a corticosteroidi per via inalatoria e beta due agonisti a

lunga durata d’azione.

Patients with fixed airflow Patients with fixed airflow Asthma with reversible airflow
Characteristic obstruction, asthma obstruction, COPD obstruction
No. of patients 16 21 15
Age (y) 645+ 21 662+ 1.1 639 %27
Sex (M/F) 10/6 17/4 1(/5
Smoking history (pack-years) I3INS 3exS09%04) 19 ex8,2 5 (41.8 £ 3.8)* T3NS, 2ex8 (07 £02)
Positive skin prick test 15 (93)f 1(5) 12 (80)%
response, no. (%)
Baseline End of study Baseline End of study Baseline End of study
FEV; (L) 1.63 * 0.08 147 = 0.11% 1.60 £ 0.10 137 £ 0.10§ 171 £0.14 1.65 £ 0.13
FEV, (% predicted) 547+24 510 *+ 31§ 56.6 + 2.2 519 + 29§ 580 + 26 585+ 25
FEV, after bronchodilator (L) 1.88 + 0,10 163 £ 009§ 173 £ 0.10 147 £0.12§ 2.18 = 0.09] 2098 £ 0.129
FEV, after bronchodilator 634+ 2.8 566 + 30§ 611 +21 552 + 28§ 751 £219 742+ 269
(% predicted)
FEV/FVC ratio after 532+ 17 530%+13 514+121 504 23 721 199 721 *+2.09
bronchodilator (%)
AFEV, after bronchodilator (mL) 246 * 32 2286 £ 29 124 £ 15 115 £ 19 461 *+ 45| 432 + 38|
AFEV, after bronchodilator 84+ 16 81 %11 44%1.0 44 * 12 158 £ 189 149+ 1.49

Tabella 1: caratteristiche cliniche e demografiche

Andamento della funzionalita respiratoria.

Sia 1 pazienti con asma con ostruzione bronchiale fissa che 1 pazienti con BPCO manifestano
nell’arco di 5 anni una caduta significativa del FEV1 . Il valore medio di caduta del FEV1 era
-50 £6.8 ml/anno, corrispondente ad un percentuale di caduta per anno di -1.28 +£0.18% del
valore predetto all’anno.

I pazienti con asma con ostruzione fissa manifestano una progressiva caduta del FEV1
(p<.001 ANOVA). Nei pazienti asmatici con ostruzione fissa la caduta del FEV1 ¢ pari -
49.7+10.6 ml/anno, corrispondente ad una percentuale di declino -1.37% + 0.28% del valore
predetto/anno. Nei pazienti con BPCO si assiste ad una progressiva caduta del FEV1 (p<.001
ANOVA) durante 1 5 anni . Il valore medio di caduta del FEV1 era -51.4 £9.8 ml/anno,
corrispondente ad una percentuale di declino del FEV -1.19%+0.24% del valore
predetto/anno. Nei pazienti asmatici con ostruzione bronchiale completamente reversibile non
si ¢ evidenziata una variazione significativa del FEV1 post bronco dilatazione. Nessuno dei
pazienti con ostruzione bronchiale completamente reversibile ha sviluppato una ostruzione

bronchiale fissa durante il periodo di 5 anni di follow up.
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Il declino della funzionalita respiratoria/anno nei pazienti asmatici con ostruzione bronchiale
fissa e BPCO era simile ed era maggiore rispetto a quello dei pazienti asmatici con ostruzione

completamente reversibile al broncodilatatore (fig.1 e 2).
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Fig.1: Variazioni del FEV1 post bronco dilatazione in 5 anni di follow up
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Fig.2: Valore medio di caduta del FEV1 in ml post broncodilatazione/anno

Il volume residuo non era significativamente cambiato durante 1 5 anni di follow up sia nel
gruppo dei pazienti con asma bronchiale con ostruzione fissa che nei pazienti BPCO.

Il valore di KCO dopo 5 anni era significativamente ridotto rispetto al valore base sia nei
pazienti BPCO che nei pazienti asmatici con ostruzione bronchiale fissa. La percentuale di
variazione di KCO era significativamente inferiore in pazienti asmatici con ostruzione
bronchiale fissa rispetto ai pazienti BPCO. Durante il periodo di 5 anni, il gruppo di controllo

di pazienti asmatici con ostruzione bronchiale completamente reversibile non ha mostrato
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variazioni del Volume Residuo e di KCO (tabella 2)

Patients with fixed airflow
obstruction - Asthma

Patients with fixed airflow

obstruction - COPD

Asthma with reversible
airflow obstruction

Baseline | End of study Baseline End of study | Baseline End of study
RV,% predicted 100.5£5.4 | 106.1+3.9 132.8+6.3* | 144.9+5.8*%f | 101.6+5.9 99.3+4.3
Kco, % predicted 80.3+4.1 71.7+3.5% 65.7+£5.3 48.1+4.6% 85.1+4.9 88.346.1

Tab. 2: Correlazioni tra caduta della funzionalita respiratoria e: caratteristiche funzionali ed infiammazione nei

pazienti asmatici con ostruzione bronchiale fissa.

La conta cellulare totale delle cellule dell’espettorato non si € modificata significativamente
durante 15 anni di follow up nei pazienti asmatici con ostruzione bronchiale fissa e BPCO. La
conta degli eosinofili nell’espettorato era significativamente maggiore nei pazienti asmatici
con ostruzione bronchiale fissa rispetto ai pazienti BPCO sia all’inizio che al termine dello
studio. Viceversa la conta dei neutrofili nell’espettorato era significativamente maggiore nei
pazienti BPCO rispetto ai pazienti asmatici con ostruzione bronchiale fissa sia all’inizio che al
termine dello studio. Nei pazienti asmatici con ostruzione bronchiale fissa la percentuale degli
eosinofili nell’espettorato, seppur maggiore rispetto ai pazienti BPCO, si ¢ ridotta nel tempo
(p-<01 ANOVA).

Abbiamo inoltre rilevato che la percentuale degli eosinofili nell’espettorato dei pazienti
asmatici con ostruzione bronchiale fissa, documentata all’inizio dello studio, correla

direttamente con la caduta del FEV1 durante 1 5 anni di studio (p<0.05, r=-0,53) (Fig.3)
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Fig.3 correlazione tra percentuale degli eosinofili all’inizio studio nei pazienti asmatici con ostruzione fissa e

caduta del FEV1 dopo 5 anni.
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Abbiamo documentato che la percentuale di neutrofili nell’espettorato, documentata all’inizio
dello studio, correla direttamente con la caduta del FEV1 (%) durante I’arco di 5 anni di

follow-up nei pazienti con BPCO (p<0.05 r=-0.49) (fig. 4).
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Fig.4 correlazione tra percentuale dei neutrofili all’inizio studio nei pazienti BPCO e caduta del FEV1 dopo 5

anni.

La percentuale degli eosinofili nello sputo dei pazienti asmatici con ostruzione bronchiale
fissa e la percentuale di neutrofili nell’espettorato dei pazienti con BPCO erano in grado di
predire in maniera significativa un accelerato declino della funzionalita respiratoria nel tempo.
In particolare nei pazienti asmatici con ostruzione bronchiale fissa una percentuale di
eosinofili nell’espettorato documentata all’inizio dello studio superiore al 6.1% predice una
rapida caduta del FEV1 a distanza di 5 anni, viceversa nei pazienti con BPCO una
percentuale di neutrofili nell’espettorato superiore al 77.3% documentata all’inizio dello

studio predice una significativa di caduta di FEV1 a distanza di 5 anni.

Riacutizzazioni

Durante 1 5 anni di follow up il numero di riacutizzazioni in entrambi i gruppi, di entita tale
da richiedere un intervento medico era pari a 361, di cui 15 eventi richiedevano
ospedalizzazione. Il valore medio delle riacutizzazioni paziente/anno non era differente tra il
gruppo di asma bronchiale con ostruzione fissa (1.41+£0.26) e BPCO (1.98+0.3), mentre era
significativamente maggiore comunque rispetto ai pazienti asmatici con ostruzione bronchiale
completamente reversibile (0.53+0.11): la percentuale di ricoveri per riacutizzazioni di BPCO
era superiore rispetto alla percentuale di riacutizzazioni per asma bronchiale con ostruzione

fissa (6.2% vs 1.7% del totale del numero delle riacutizzazioni; p=. 07).
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Inoltre, la percentuale degli eosinofili nell’espettorato documentata all’inizio dello studio nei
pazienti con asma bronchiale con ostruzione fissa, correla direttamente con il numero di
riacutizzazioni/anno registrate. (p<0.01, r=0,79). Viceversa, la percentuale dei neutrofili
nell’espettorato documentata all’inizio dello studio nei pazienti con BPCO, correla

direttamente con il numero delle riacutizzazioni/anno registrate (p<0.05, r=0.53) (fig.5,6).
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Fig. 5: Correlazione tra percentuale eosinofili nello sputo e numero riacutizzazioni/anno nei pazienti asmatici

con ostruzione bronchiale fissa
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Fig.6 correlazioni tra % neutrofili nello sputo all’inizio dello studio e numero riacutizzazioni/anno nei pazienti

con BPCO.

La percentuale degli eosinofili nell’espettorato all’inizio dello studio nei pazienti con asmatici
con ostruzione bronchiale fissa e la percentuale di neutrofili nello sputo all’inizio dello studio

nei pazienti BPCO predice I’aumento della frequenza delle riacutizzazioni/anno.
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Discussione

In questo studio abbiamo dimostrato che anche a distanza di cinque anni 1 pazienti asmatici
con ostruzione bronchiale fissa presentano caratteristiche inflammatorie e funzionali diverse
rispetto ai pazienti BPCO. L’ostruzione bronchiale fissa porta ad un aumento della caduta
della funzionalita respiratoria ¢ ad un aumento della frequenza delle riacutizzazioni sia in
pazienti con asma bronchiale con ostruzione bronchiale fissa che BPCO. Precedenti studi in
letteratura hanno mostrato una rapida caduta della funzionalita respiratoria dei pazienti
asmatici rispetto ai soggetti sani [134, 135] cosi come anche la caduta del FEV1 nei pazienti
BPCO ¢ stata ampiamente descritta [136, 137]. Tuttavia, nessun studio precedente aveva
confrontato il declino della funzionalita respiratoria in pazienti con storia clinica di asma
bronchiale o BPCO che condividono un simile grado di ostruzione. Questo studio mostra che
la presenza di un ostruzione bronchiale fissa potrebbe essere una chiave prognostica
importante. Infatti pazienti asmatici di simili eta, con ostruzione bronchiale reversibile hanno
una caduta di funzionalita respiratoria inferiore rispetto ai pazienti asmatici con ostruzione
bronchiale fissa. In uno studio epidemiologico classico Barrows et al [126], mostrarono che
pazienti con ostruzione del flusso aereo che riportavano loro stessi come ‘““‘asmatici cronici
bronchitici” avevano un declino del FEV1 inferiore rispetto ai pazienti fumatori con simile
ostruzione del flusso aereo ma non storia di asma bronchiale. Le differenze tra lo studio di
Borrows e il nostro studio sono evidenti (es: nello studio di Burrows la diagnosi non era
clinica ma era riportata dal paziente stesso, i criteri di arruolamento e la definizione di
bronchite asmatica cronica era diversa rispetto alla definizione nel nostro studio di ostruzione
bronchiale fissa) e queste potrebbero anche spiegare le discrepanze.

Abbiamo osservato che sia nell’asma bronchiale con ostruzione fissa che nella BPCO a
distanza di cinque anni si assiste ad una significativa riduzione del FEV1. Questo dato
potrebbe trovare spiegazione nel fatto che I’infiammazione persistente porta ad un
rimodellamento delle vie aeree con conseguenti alterazioni strutturali sia a carico delle vie
aeree che del parenchima polmonare, responsabili a loro volta dell’ostruzione bronchiale fissa
e del progressivo declino del FEV1.

Nei pazienti asmatici con ostruzione bronchiale fissa la percentuale degli eosinofili nello
sputo all’inizio dello studio correla direttamente con la caduta del FEV1 a distanza di 5 anni.
Questo dato conferma che I’eosinofilia nello sputo ¢ un fattore determinante non solo dello
sviluppo ma anche del mantenimento di una persistente limitazione del flusso aereo.

Nei pazienti asmatici con ostruzione bronchiale fissa abbiamo trovato una correlazione

positiva tra il numero degli eosinofili all’inizio dello studio e la frequenza delle
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riacutizzazioni. Abbiamo inoltre trovato che la conta delle cellule infiammatorie
nell’espettorato documentata all’inizio dello studio (eosinofili nei pazienti con asma e
neutrofili nei pazienti con BPCO) sono in grado di predire la caduta della funzionalita
respiratoria.

La persistenza dell’infiammazione eosinofila nonostante il trattamento regolare con
glucocorticoidi per via inalatoria suggerisce che 1 pazienti asmatici con ostruzione bronchiale
fissa siano refrattari al trattamento con glucocorticoidi per via inalatoria. La scarsa risposta
porta ad infiammazione persistente che di conseguenza potrebbe contribuire all’accelerato
declino della funzionalita respiratoria che si osserva nei pazienti asmatici con ostruzione
bronchiale fissa [125]. E’ anche possibile che I’ostruzione bronchiale fissa si sviluppa nei
pazienti asmatici refrattari ai glucorticoidi per via inalatoria tramite infiammazione non
controllata delle vie aeree portando a modifiche strutturali e limitazione persistente delle vie
aeree.

Vi ¢ evidenzia scientifica che 1 neutrofili delle vie aeree aumentano progressivamente al
peggioramento della funzionalita respiratoria nei pazienti con BPCO [138, 139].
Soprendentemente nel nostro studio la percentuale dei neutrofili nello sputo correla anche con
il numero delle riacutizzazioni ed in linea con studi recenti [140] abbiamo trovato che
maggiore ¢ il numero delle riacutizzazioni, piu’ rapido ¢ il declino del FEV1.

Queste osservazioni valutate insieme suggeriscono che vi ¢ una stretta correlazione tra
riacutizzazioni, conta dei neutrofili e declino della funzionalita respiratoria nei pazienti
BPCO: pazienti con frequenti riacutizzazioni hanno ripetuti richiami di neutrofili nelle vie
aeree e di conseguenza maggiore tendenza ad una rapida caduta della funzionalita respiratoria.
I dati ottenuti dal nostro studio riguardano un numero limitato di pazienti per cui questi
risultati necessitano di essere confermati in una popolazione di studio piu’ ampia. Il nostro
studio comunque ha solo iniziato a compiere un passo rilevante nella medicina respiratoria: la
necessita di ulteriori informazioni in una popolazione rilevante di pazienti asmatici che ¢ stata
lasciata in disparte dagli studi clinici. La attenta caratterizzazione della coorte originale dei
pazienti che ¢ stata seguita in 5 anni, ¢ una dei punti piu’ forti di questo studio, che ci ha
permesso di smascherare 1’importanza dell’ostruzione bronchiale fissa in una prospettiva
prognostica che porta verso 1’orizzonte di BPCO. Le strategie terapeutiche dovrebbero essere
indirizzate a differenziare 1 target cellulari , gli aspetti patogenetici o entrambi, in tutte e due

le malattie croniche.
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4.2 Caratteristiche cliniche e funzionali della BPCO stabile: correlazione con i

parametri dell’espettorato

Solide evidenze documentano un aumentato dell’inflammazione a livello delle vie aeree di
pazienti con BPCO in corso di riacutizzazione rispetto alla condizione di stabilita [141] e un
aumento dell’inflammazione negli stadi piu severi rispetto agli stadi piu lievi [142]. Per
analogia si puo speculare che il peggioramento dei sintomi nella BPCO sia legato a variazioni
quali/quantitative della infiammazione bronchiale. La terapia della BPCO si basa
sull’impiego di broncodilatatori e corticosteroidi inlatori.

Non ¢ stato sino ad oggi valutato se un aumento dei sintomi si associ ad un
aumento/modificazione dell’inflammazione delle vie aeree. Tale evidenza costituirebbe il
logico razionale a progetti clinici rivolti a valutare 1'uso al bisogno, associati ai bronco
dilatori, di farmaci antinfiammatori (corticosteroidi) assunti per via inalatoria nei pazienti con
BPCO.

Scopo dello studio ¢ valutare se, in condizioni di stabilita, esistano correlazioni tra:

1) I’entitd/intensita dell’inflammazione presente a livello delle vie aeree in pazienti con
BPCO (cellule infiammatorie nell’espettorato, NO nell’aria espirata), 1 sintomi (dispnea,
tosse, espettorato, uso di salbutamolo al bisogno) e la funzionalita respiratoria.

2) la variazione dell’inflammazione presente a livello delle vie aeree di pazienti con
BPCO (misurata in termini di variazione del numero e del tipo di cellule infiammatorie
nell’espettorato e variazioni dei livelli di NO nell’aria espirata), variazione dei sintomi
(dispnea, tosse, espettorato, uso di salbutamolo al bisogno) e variazione della funzionalita

respiratoria (PEF del mattino, PEF della sera, FEV1).

Pazienti inclusi nello studio

Sono stati inclusi nello studio pazienti fumatori o ex fumatori con una storia di fumo di
almeno 15 pack/years, di entrambi 1 sessi, di eta compresa tra 1 40-75 anni, con test cutanei
negativi per 1 comuni allergeni e con diagnosi di BPCO in accordo con le linee guida
internazionali in fase di stabilita clinica da almeno 8 settimane. Durante lo studio non ¢ stata
modificata la terapia inalatoria che il paziente assumeva regolarmente a domicilio prima allo
studio. I pazienti sono stati istruiti a non assumere la terapia inalatoria del mattino e

broncodilatatori a breve durata la mattina della visita.
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Disegno dello studio

I pazienti sono stati monitorati per 4 settimane e visitati ogni 7 giorni. I dati di 160 settimane
sono stati complessivamente disponibili per 1’analisi. Ad ogni visita 1 pazienti sono stati
sottoposti a valutazione clinica con raccolta dei parametri vitali, esame funzionale
respiratorio, misura dei livelli di ossido nitrico (NO) nell’aria espirata e raccolta
dell’espettorato indotto per lo studio delle cellule infiammatorie e mediatori
dell’infiammazione. I pazienti sono stati invitati a compilare a domicilio un diario clinico dei
sintomi [che tiene conto della dispnea (mMMRC dyspnea scale), presenza di tosse , presenza di
espettorato, uso di broncodilaatori al bisogno] ed a eseguire la misurazione del picco di flusso
(PEF) sia al mattino che alla sera. Alla visita conclusiva ai pazienti ¢ stato chiesto di
compilare il Saint George Respiratory Questionnaire per valutare la qualita di vita. 1 pazienti
che durate le quattro settimane dello studio manifestavano una riacutizzazione
(peggioramento dei sintomi tali da richiedere un intervento con antibiotici e corticosteroidi
per via sistemica) sono usciti dallo studio.

Lo studio ¢ stato approvato dal Comitato Etico di Ferrara nella seduta di luglio 2008 ¢ la
Direzione Sanitaria dell’ Arcispedale S. Anna di Ferrara - presso il quale lo studio si ¢ svolto
ha dato autorizzazione allo svolgimento in data 7 ottobre 2008. Lo studio ¢ stato registrato al
sito Clinicaltrials.gov (numero: NCT01216592). I pazienti prima di iniziare lo studio hanno

firmato modulo informativo e di consenso alla partecipazione allo studio stesso.

Risultati

Paczienti che hanno completato lo studio.

Quaranta pazienti hanno completato lo studio. I dati descrittivi della popolazione sono

riportati in tabella sottostante.

Pazienti in terapia con corticosteroidi per via inalatoria (n) | 18/40
Eta (anni) 68.9£3.9
Sesso (M/F) 26/14
Abitudine tabagica (pack/years) 46+7.9
FEV1/FVC 56.4+1.4
FEV1 post-bronchodilator (litri) 1.49+0.15
FEV1 post-bronchodilator (%) 57.2£3.1
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Paziente che hanno interrotto lo studio poiché hanno manifestato una riacutizzazione.

Un paziente ¢ uscito dallo studio in quanto ha manifestato una riacutizzazione durante la
prima settimana dello studio. Due pazienti hanno manifestato una riacutizzazione durante la

terza settimana di studio.

Numero di pazienti 3
Eta (anni) 68+2.1
Sesso (M/F) 3/0
Abitudine tabagica (pack/years) 36.6+3.3
FEV1/FVC 56.0+£2.1
FEV1 post-bronchodilator (litri) 1.54+0.05
FEV1 post-bronchodilator (%) 52.3£2.2
Pazienti in terapia con corticosteroidi per via inalatoria (n) 2/3

Correlazione tra funzione e sintomi

Non ¢ stata trovata alcuna correlazione statisticamente significativa tra sintomi totale e
funzionalita respiratoria (p>0.05); tosse e funzionalita respiratorie (p>0.05) e uso di
Salbutamolo al bisogno e funzionalita respiratori (p>0.05). E’ stata evidenziata una
correlazione negativa statisticamente significativa tra dispnea e funzionalita respiratoria

(p<0.001, r=-0.32; vedi figura sottostante)
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Correlazione tra funzione ed infiammazione

Sono state trovate correlazioni negative statisticamente significative, seppur deboli, tra
funzionalita respiratoria e rispettivamente sia cellule infiammatorie totali (p<0.05; r= -0.20)
nell’espettorato che neutrofili (p<0.05; r= -0.21) (vedi figura sottostante). Non ¢ stata
evidenziata alcuna correlazione statisticamente significativa tra funzione respiratoria ed

eosinofili e macrofagi nell’espettorato.
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Correlazione tra infiammazione e sintomi

E’ stata trovata una correlazione positiva statisticamente significativa tra sintomi totale e
cellule infiammatorie totali nell’espettorato (p<0.001; r= 0.43 — vedi figura sottostante).
Nessuna correlazione statisticamente significativa tra sintomi totale e singole componenti

cellulari infiammatorie dell’espettorato.

0

2 120+

5]

>

th 100 LY

= -

£ T Pkl & O

g =

8 £

=] 804

EE

2 3

2Z 60+

7]

©

|9 40 ] ] ] ]
20 40 60 80 100

Sintomi totali (score)

E’ stata trovata una correlazione positiva statisticamente significativa tra dispnea e cellule
infiammatorie totali nell’espettorato (p<0.001; r= 0.37 - vedi figura sottostante). Deboli
correlazioni ma statisticamente significative sono state trovate tra la dispnea e rispettivamente

1 neutrofili (p<0.001; r= 0.29) e gli eosinofili (p<<0.05; r= 0.19) nell’espettorato.
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E’ stata trovata una correlazione positiva statisticamente significativa tra tosse e cellule
infiammatorie totali nell’espettorato (p<<0.001; r= 0.29) e tra tosse e neutrofili (p<0.001; r=
0.23) nell’espettorato (vedi figura sottostante). Non ¢ stata trovata alcuna correlazione

statisticamente significativa tra tosse e altre componenti inflammatorie nell’espettorato.
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Deboli, ma statisticamente significative, correlazioni positive sono state trovate tra uso di
Salbutamolo e rispettivamente cellule infiammatorie totali (p<0.001; r= 0.28) ed eosinofili
(p<0.05; = 0.21) nell’espettorato. Non ¢ stata trovata alcuna correlazione statisticamente
significativa tra uso di Salbutamolo e altre componenti infiammatorie nell’espettorato.

Non ¢ stata trovata alcuna correlazione statisticamente significativa tra espettorato e sia

cellule infiammatorie totali che con le singole componenti infiammatorie dell’espettorato.

Correlazioni tra modificazioni della funzione e dei sintomi respiratori

Non ¢ stata evidenziata nessuna correlazione statisticamente significativa tra cambiamenti
della funzionalita respiratoria e cambiamenti dei sintomi totali (vedi figura sottostante) o

singoli componenti della sintomatologia (dispnea, tosse, espettorato uso di salbutamolo).
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Correlazioni tra modificazioni della funzione respiratoria e dell infiammazione

\

Non ¢ stata evidenziata nessuna correlazione statisticamente significativa tra cambiamenti
della funzionalita respiratoria e cambiamenti delle cellule infiammatorie totali (vedi figura
sottostante) o singoli componenti inflammatorie (neutrofili, eosinofili, macrofagi, linfociti)

dell’espettorato.
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Correlazioni tra modificazione dell ’infiammazione e dei sintomi respiratori

Non ¢ stata evidenziata una correlazione tra cambiamenti della sintomatologia totale e
cambiamenti della percentuale di neutrofili nell’espettorato. Una correlazione statisticamente
significativa, seppur debole, ¢ stata travata tra aumento della dispnea e cambiamenti della
percentuale di neutrofili nell’espettorato (p<0.01; r= 0.26). Una solida e significativa
correlazione positiva ¢ stata trovata tra cambiamenti del punteggio della tosse e cambiamenti

della percentuale di neutrofili nell’espettorato (p<0.001; r= 0.59) (vedi figura sottostante).
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E’ stata trovata una correlazione statisticamente significativa, seppure debole, tra
cambiamento dei sintomi totali e cambiamenti degli eosinofili nell’espettorato (p<0.01; r=
0.25) ed una correlazione tra sia 1 cambiamenti della dispnea ed 1 cambiamenti della
percentuale di eosinofili nell’espettorato (p<0.001; r= 0.57) che tra 1 cambiamenti del
punteggio relativi all’uso di Salbutamolo ed 1 cambiamenti della percentuale di eosinofili

nell’espettorato (p<0.001; r=0.51) (vedi figura sottostante)
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Conclusioni

Deboli, seppure significative, correlazioni sono state trovate tra la severita dell’ostruzione
bronchiale e sia la severita della sintomatologia totale che I’inflammazione totale delle vie
aeree dei pazienti con BPCO. Solide e significative correlazioni sono state trovate tra
cambiamenti di singoli parametri della sintomatologia considerata e singoli componenti della
inflammazione delle vie aeree. In particolare un aumento dei neutrofili si associa ad un
aumento della sintomatologia tussigena, mentre I’aumento della dispnea e dell’'uso di
Salbuatmolo al bisogno si associa ad un aumento della componente eosinofila
nell’espettorato. Studi futuri saranno necessari per valutare se la modulazione della terapia sia
in termini di posologia che in termini di classi farmaceutica in base ai cambiamenti della

sintomatologia respiratoria possa consentire una migliore gestione dei pazienti con BPCO.
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4.3 Terapia della Broncopneumopatia cronica ostruttiva (BPCOQO): effetto del

trattamento cronico con corticosteroidi di inalatori sulla colonizzazione delle vie

aeree

Introduzione

I corticosteroidi inalatori (ICS) sono comunemente utilizzati nel trattamento della BPCO e le
ultime linee guida ne raccomandano 1’uso nei pazienti con malattia grave-molto grave e storia
di frequenti riacutizzazioni (una o piu all’anno negli ultimi tre anni). Pertanto ci sono
evidenze che 1 corticosteroidi inalatori possano ridurre gli eventi di riacutizzazione della
malattia, per lo piu ad eziologia infettiva.

Tuttavia, recenti studi prospettici, di grandi dimensioni, hanno riportato un aumento
dell’incidenza dei casi di polmonite in pazienti con BPCO che assumono regolarmente I1CS,
sollevando preoccupazioni riguardo il loro utilizzo.

Alcuni studi, infatti, hanno evidenziato un’aumentata mortalita nei pazienti con BPCO con
polmonite acquisita in comunita (CAP) ospedalizzati o ancor meglio ricoverati presso un
reparto di terapia intensiva, rispetto a soggetti senza BPCO [147, 148].

Nonostante questo, il legame tra corticosteroidi inalatori e polmonite rimane controverso e,
accanto a studi clinici e sperimentali che sottolineano questa associazione, ve ne sono altri che
invece ne evidenziano 1 limiti.

In particolare, essendo le polmoniti eventi infettivi, non € noto se i corticosteroidi inalatori

possano promuoverle, facilitando ’aumento della carica microbica nelle vie aeree.

Corticosteroidi inalatori e rischio di polmonite: pro e contro

Dati a favore

Il fattore nucleare di trascrizione KB (NF-KB) ¢ ubiquitariamente espresso e gioca un ruolo
chiave nell’espressione di geni pro-infiammatori, legati alla sintesi di citochine (ad es. TNF-a,
IL-4, IL-5, IL-6, IL-13), molecole di adesione (ad es. ICAM-1, VCAM-1) e chemochine (ad
es. eotassina, IL-8).

Il legame di NF-KB al DNA ¢ bloccato dall’azione di proteine inibitrici (IKB) e, uno degli
effetti dei corticosteroidi, ¢ aumentare 1’espressione delle IKB e, quindi, inibire la via
del’NF-KB.

I pazienti con BPCO, nelle vie aeree, hanno un elevato livello dei markers della via dell’NF-

KB e questo ¢ implicato nell’evoluzione della malattia. Quindi, I'uso dei corticosteroidi
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inalatori sembra una logica strategia terapeutica. Tuttavia, 1’inibizione di NF-KB nei pazienti
con BPCO puo comportare la soppressione della risposta benefica dell’ospite verso i
microrganismi patogeni.

Infatti, ’NF-KB sembra avere un ruolo importante nella risposta dell’organismo nei confronti
dell’infezione da Pneumococco (il piu frequente agente eziologico delle polmoniti acquisite in
comunita) [149].

E stato dimostrato, attraverso studi condotti su animali, che lo Pneumococco stimola la via
del’NF-KB e che la distruzione mirata genetica della subunita p-50 dell’NF-KB nei topi
aumenta la suscettibilita all’infezione stessa pneumococcica [150,151].

In conclusione, quindi, I’effetto inibitorio dei corticosteroidi inalatori sulla via del’NF-KB
potrebbe essere una plausibile spiegazione per 1’aumentato rischio di polmonite associato al
loro utilizzo.

Tre ampi studi randomizzati, in doppio cieco, hanno dimostrato un’aumentata frequenza della
polmonite nei pazienti con BPCO in trattamento con fluticasone propionato, da solo o in
associazione, rispetto ai pazienti in trattamento con altre terapie inalatorie o con placebo.

In particolare, Calverley et al [152], hanno confrontato quattro gruppi di pazienti con BPCO
(circa 8500 persone in totale), rispettivamente trattati, per un periodo di tre anni, con:
salmeterolo + fluticasone (50 + 500 pg), salmeterolo da solo, fluticasone da solo e placebo.
Lo studio non ha evidenziato una significativa differenza di mortalita, per qualsiasi causa, tra i
vari gruppi (forse perche ¢ sottodimensionato per rilevare questo effetto che, comunque, ¢
presente), mentre ha rilevato una riduzione significativa della frequenza delle riacutizzazioni,
un miglioramento dello stato di salute (valutato attraverso il questionario di St. George) e dei
valori spirometrici nel gruppo trattato con terapia combinata rispetto agli altri.

La polmonite, come evento avverso, ¢ risultata essere piu frequente nei pazienti in terapia con
fluticasone, da solo o in combinazione, rispetto al placebo (rispettivamente il 18,3% e il
19,6% rispetto al 12,3%).

Kardos et al [153], hanno, invece, confrontato due gruppi di pazienti con BPCO (circa 990
persone complessivamente), rispettivamente trattati, per un periodo di 44 settimane, con:
salmeterolo + fluticasone (50 + 500 pg) e salmeterolo da solo.

La terapia combinata riduce significativamente la frequenza delle riacutizzazioni, migliora lo
stato di salute, il picco di flusso espiratorio (PEF) e I’'uso di farmaci d’emergenza.

Anche in questo caso, la polmonite, come evento avverso, ¢ risultata essere piu frequente nel
primo, rispetto al secondo gruppo.

Wedzicha et al [154], hanno, infine, confrontato due gruppi di pazienti con BPCO (circa 1300
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persone in tutto), rispettivamente trattati, per un periodo di due anni, con: salmeterolo +
fluticasone (50 + 500 pg) e tiotropio (18 pg).

Non ¢ stata evidenziata alcuna differenza nella frequenza delle riacutizzazioni tra i due gruppi,
anche se molti pazienti in trattamento con tiotropio hanno abbandonato preventivamente lo
studio. Le riacutizzazioni che richiedono terapia antibiotica sono risultate essere piu frequenti
nel primo gruppo, quelle che richiedono corticosteroidi sistemici nel secondo. Quindi,
probabilmente, il trattamento puo influenzare piu il tipo, ovvero I’eziologia, delle
riacutizzazioni, che la loro frequenza.

Anche in questo studio, la polmonite, come evento avverso, ¢ piu frequente nel primo, rispetto
al secondo gruppo.

In un recente studio [70], ¢ emerso che la carica batterica nelle vie aeree, nella BPCO stabile,
nel corso del tempo (un anno di follow-up), aumenta.

In questo studio, la quasi totalita dei pazienti (28/30) era in trattamento cronico con ICS,
suggerendo che 1 corticosteroidi inalatori potrebbeo promuovere o facilitare la colonizzazione

batterica delle vie aeree nei pazienti con BPCO.

Dati contro

Due recenti revisioni, che hanno incluso questi tre studi e altri minori, 1 quali confrontano il
trattamento con un qualsiasi corticosteroide inalatorio con uno di controllo, per almeno sei
mesi, ¢ che riportano la polmonite come evento avverso, hanno concluso che la terapia con
corticosteroidi inalatori ¢ significativamente associata ad un aumentato rischio di polmonite,
ma non ad un aumento della mortalita per qualsiasi causa [155,156].

Queste revisioni hanno, inoltre, cercato di evidenziare 1 limiti degli studi presi in esame, limiti
che attualmente costituiscono la base principale contro I’associazione tra corticosteroidi
inalatori e polmonite.

Una delle critiche principali € che nessuno di questi studi ¢ stato disegnato specificamente per
valutare il rischio di polmonite, quindi non viene utilizzata una definizione oggettiva di
polmonite, ovvero manca la conferma radiografica e la diagnosi ¢ sempre solamente clinica.
Ma, spesso, clinicamente, la polmonite si sovrappone ed ¢ difficilmente distinguibile da una
riacutizzazione; da questo puo derivare la riduzione della frequenza delle riacutizzazioni e
I’aumento dei casi di polmonite, evidenziato dai diversi studi.

Altri limiti rilevanti sono la grande eterogeneita nella popolazione studiata e tra tipo e dose di
corticosteroidi inalatori utilizzati. Da questo potrebbe dipendere I’effetto neutro sulla

mortalita, complessivamente ricavato.
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Infatti, perche se la polmonite ¢ una causa importante di morte nei pazienti con BPCO, la
sopravvivenza non ¢ ridotta con I'utilizzo dei corticosteroidi inalatori, che abbiamo detto
determinano un maggior numero di casi di polmonite?

Forse perche alcune popolazioni possono trarne beneficio, altre no, determinando pero,
globalmente, nessuna differenza di sopravvivenza; o forse perche 1’effetto puo variare in base
al tipo e alla dose di corticosteroide utilizzato.

Una recente meta-analisi condotta da Sin et al [157], ha evidenziato che il trattamento, per via
inalatoria, con budesonide (320-1280 pg/giorno), un corticosteroide meno potente del
fluticasone propionato, per 12 mesi, non comporta un aumento dei casi di polmonite, sempre
considerata come evento avverso.

Ernst et al [158], hanno condotto uno studio caso-controllo su una coorte di soggetti sul
periodo dal 1988 al 2003. Questo studio ha dimostrato che, tra i pazienti anziani (con piu di
65 anni) con BPCO, 'uso di corticosteroidi inalatori ¢ associato ad un elevato rischio
d’ospedalizzazione per polmonite, e che il tasso d’ospedalizzazione per questa complicanza ¢
maggiore con la dose piu alta di ICS, cio¢ con fluticasone al dosaggio di 1 pg/giorno o piu.
Esistono degli studi sperimentali, condotti in vitro e in modelli animali, che non evidenziano
il presunto legame tra ICS e polmonite, anzi suggeriscono che i corticosteroidi inalatori
possano ridurre il rischio di infezioni batteriche e di polmonite.

Alcuni studi, utilizzando colture di cellule epiteliali respiratorie, hanno dimostrato che la pre-
incubazione del tessuto, ricavato da soggetti sani, con fluticasone propionato determina una
significativa riduzione nell’invasione dell’epitelio da parte dei comuni batteri patogeni come
P. aeruginosa, S. pneumoniae e H. influenzae.

Studi condotti su animali da esperimento hanno, inoltre, mostrato che il trattamento con
fluticasone propionato, per via inalatoria, riduce significativamente |’invasione da M.
pneumoniae del tessuto polmonare e sopprime 1’infiammazione polmonare.

Conclusioni simili sono state ricavate in un modello animale di polmonite pneumococcica, nel
quale la somministrazione di fluticasone riduce I’invasione polmonare da parte dello
Pneumococco di almeno il 50% a 24 e a 48 ore dall’infezione stessa [149].

Nel loro complesso, gli studi realizzati fino a questo momento evidenziano che il trattamento
cronico con corticosteroidi inalatori associati ad un broncodilatatore a lunga durata d’azione,
nei pazienti con BPCO grave-molto grave e frequenti riacutizzazioni, riduce la frequenza
delle riacutizzazioni, che sono eventi, nella maggior parte dei casi, di natura infettiva.

Alcuni studi, d’altra parte, dimostrano che lo stesso trattamento sembra aumentare 1I’incidenza

dei casi di polmonite, che rappresenta comunque un evento infettivo.
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Pertanto emerge un apparente paradosso: da un lato il trattamento regolare con corticosteroidi
inalatori aumenta il rischio di infezioni del tratto respiratorio (polmonite), dall’altro riduce la
frequenza delle riacutizzazioni, ugualmente considerate, nella maggior parte dei casi, di
natura infettiva.

Sono necessari, quindi, ulteriori studi per valutare I’effetto del trattamento con corticosteroidi

inalatori sulla crescita batterica nelle vie aeree dei pazienti con BPCO.

Scopo dello studio

L’obiettivo primario di questo studio ¢ valutare I’andamento della carica batterica,
nell’espettorato di due gruppi di pazienti affetti da BPCO, durante il trattamento
rispettivamente con 1’associazione tra un corticosteroide inalatorio ed un broncodilatatore a
lunga durata d’azione e con un broncodilatatore a lunga durata d’azione da solo e di valutarne

[’andamento in corso di riacutizzazione.

Materiali e metodi

Paczienti dello studio

Lo studio ¢ stato condotto su pazienti con broncopneumopatia cronica ostruttiva di grado

moderato (ovvero in secondo stadio, secondo le linee guida GOLD), che necessitano, in

accordo con le linee guida internazionali, di un trattamento cronico con broncodilatatori a

lunga durata d’azione.

Si tratta di pazienti con un rapporto tra il volume espiratorio forzato nel primo secondo e la

capacita vitale forzata (FEV1/CVF) inferiore a 0,7 dopo 30 minuti dalla somministrazione per

via inalatoria di 400 mcg di salbutamolo e con un valore percentuale del FEV1 post-

broncodilatatore, rispetto al valore teorico, compreso tra il 50% e 1'80%.

I criteri di esclusione considerati sono:

e terapia con corticosteroidi nei quattro mesi precedenti I’inizio dello studio;

e anamnesi positiva per atopia (asma e/o rinite allergica);

e presenza di concomitanti patologie polmonari (ad esempio bronchiectasie o neoplasia
polmonare);

e un’infezione acuta del tratto respiratorio, incluse le riacutizzazioni della BPCO, nei tre

mesi precedenti I’inizio dello studio.
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Disegno dello studio

Sono stati reclutati per lo studio 31 pazienti con BPCO, diagnosticata secondo le recenti linee
guida internazionali, di grado moderato.

Questi 31 pazienti sono stati randomizzati in due gruppi.

Il primo gruppo di pazienti (gruppo sperimentale) ¢ stato trattato con la terapia combinata
salmeterolo + fluticasone (50 + 500 pg), somministrata due volte al giorno attraverso un
dispositivo predosato per via inalatoria (Diskus); il secondo gruppo (gruppo di controllo) con
salmeterolo da solo (50 pg), sempre due volte al giorno, via Diskus.

Tutti 1 pazienti hanno firmato un consenso informato approvato dal Comitato Etico locale
prima di iniziare lo studio. La durata dello studio ¢ stata di sei mesi e sono state effettuate tre
visite, al tempo zero (baseline), a tre mesi e a sei mesi.

Ad ogni visita il paziente ¢ stato sottoposto ad una valutazione clinica con raccolta dei
parametri vitali, esame funzionale respiratorio e raccolta dell’espettorato indotto o spontaneo
per lo studio microbiologico (analisi quantitativa e qualitativa, ovvero valutazione della carica
batterica e del tipo di batteri isolati) e delle cellule infiammatorie.

A1 pazienti ¢ stato riferito di contattare il Centro di Ricerca sull’asma e sulla BPCO per una
visita non programmata, nel caso di una riacutizzazione della malattia (definita in base alle
linee guida GOLD come “un evento, nella storia naturale della malattia, caratterizzato da un
cambiamento nei sintomi di base del paziente, cio¢ dispnea, tosse /o espettorazione, oltre le
normali variazioni giornaliere, ad esordio acuto, che puo giustificare una modificazione della
regolare terapia di base del paziente” ) che insorga durante il periodo di studio. Se
clinicamente viene sospettata una polmonite, 1 pazienti vengono sottoposti ad una radiografia
del torace. In fase acuta, 1 pazienti sono trattati secondo le linee guida. La visita successiva

viene fissata almeno 10 settimane dopo la riacutizzazione.

Prove di funzionalita respratoria

I pazienti sono stati sottoposti ad indagine funzionale respiratoria (spirometria) secondo linee
guida standardizzate. 11 FEV1 e la FVC sono stati misurati prima e dopo 15 minuti

dall’inalazione di 400 pg di Salbutamolo.

Raccolta e processazione dell’espettorato indotto o spontaneo

La raccolta dell’espettorato ¢ stata eseguita con gli stessi metodi precedentemente descritti

nella sperimentazione 4.1.
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Esame microbiologico

La parte rimanente dell’espettorato ¢ stata sottoposta all’esame microbiologico, presso il
laboratorio di Microbiologia dell’ospedale di Ferrara, secondo la seguente procedura.
L’espettorato ¢ stato trattato con ditiotreitolo (un mucolitico che permette di ottenere un
campione contenente batteri uniformemente distribuiti, evitando il rischio che microrganismi
importanti non vengano evidenziati, in quanto concentrati in una piccola parte del campione);
¢, quindi, stato preparato un vetrino, utilizzando la colorazione di Gram, che ¢ stato sottoposto
all’esame microscopico per valutare I’'idoneita o meno del campione per la semina (ovvero se
vi fosse 0 meno un’eccessiva contaminazione da parte della saliva e, quindi, da parte della
flora saprofitica orofaringea) e per valutare la presenza o meno di batteri o miceti,
descrivendo 1 morfotipi presenti.
Il campione viene considerato idoneo per la semina se, all’esame microscopico, ad un
ingrandimento 10X, vengono riscontrate meno di 25 cellule epiteliali di sfaldamento per
campo. Se vengono riscontrate, invece, piu di 25 cellule epiteliali di sfaldamento per campo,
il campione non viene considerato idoneo (cio€ rappresentativo delle vie aeree inferiori) e non
si procede con la semina. Sempre all’esame microscopico, pero ad un ingrandimento
maggiore (100X), sono stati valutati 1 morfotipi dei germi presenti, per un’identificazione
presuntiva dei microrganismi presenti, che puo guidare 1’esame colturale successivo.
I terreni standard, che sono stati seminati per 1’identificazione dei principali microrganismi
patogeni, sono:
e [’agar sangue per i cocchi gram positivi come lo S. aureus, lo S. pneumoniae, lo S.
pyogenes;
e [’agar cioccolato per gli emofili (H. influenzae, H. parainfluenzae, H. haemolyticus) e 1
cocchi gram negativi come la Moraxella catarrhalis;
e ’agar MacConkey per i bacilli gram negativi ossidasi negativi (cioe le Enterobacteriaceae
come I’E. coli)
I bacilli gram negativi non fermentanti, come lo Pseudomonas aeruginosa, crescono su
qualsiasi terreno primario.
Per la valutazione della carica batterica, le piastre sono state seminate utilizzando la tecnica
delle tre zone, ovvero vengono depositati 20 pl del campione e strisciati cinque volte avanti e
indietro, girando la piastra tre volte. Si valuta, quindi, il numero di colonie per quadrante e, in
base a questo, viene stimata approssimativamente la carica in CFU (unita formanti colonie) /

ml, secondo la tabella riportata di seguito.
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Nro colonie

Nro colonie

Nro colonie

Carica batterica in

I quadrante IT quadrante III quadrante CFU/ml
<10 - - 10°
<10 <10 - 10*
> 10 > 10 <10 10°
> 10 > 10 > 10 10°

La carica batterica ¢ considerata significativa, ovvero si considerano i microrganismi isolati
patogeni, se superiore a 10°.

Dopo un’incubazione delle piastre per 24/48 ore a 35/37° in aerobiosi o in 5/10% di CO,, a
seconda del terreno, sono stati riconosciuti 1 patogeni, sono stati eventualmente eseguiti test

ulteriori di tipi biochimico o eseguite semine su terreni piu selettivi per identificare con

precisione il patogeno, ¢ stato eseguito I’antibiogramma ed ¢ stato dato il referto definitivo.

Analisi statistica

Le differenze ai vari time points rispetto al basale sono state valutate mediante t test per dati

appaiati. Le differenze tra 1 gruppi ai vari time points sono state valutate mediante t test per

dati non appaiati. La significativita statistica ¢ stata considerata per p < 0.05.
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Risultati

Popolazione dello studio

Abbiamo reclutato nello studio 31 pazienti con broncopneumopatia cronica ostruttiva di grado
moderato, randomizzati in due gruppi (in terapia con 1’associazione tra un corticosteroide
inalatorio ed un broncodilatatore a lunga durata d’azione e con un broncodilatatore a lunga
durata d’azione da solo, rispettivamente), confrontabili per eta, sesso, abitudine tabagica e
funzione respiratoria.

Le caratteristiche della popolazione, oggetto dello studio, sono riportate in tabella 1.

Pazienti in trattamento | Pazienti in trattamento

con ICS + LABA con LABA
Numero di pazienti 16 15
Eta 68 £1.6 70 £2.1
Sesso (M/F) 11/5 9/6
Abitudine tabagica (pack/year) 28+ 6 235
FEV1 post-broncodilatatore (I) 1.47+£0.1 1.67+£0.2
FEV1 post-broncodilatatore (%) 622+ 1.7 65.1£2.2

Tabella 1: caratteristiche della popolazione, oggetto dello studio (LABA = brocodilatatori a lunga
durata d’azione; ICS = corticosteroidi inalatori).

Andamento della funzionalita respiratoria

Innanzi tutto abbiamo voluto indagare I’andamento della funzionalita respiratoria (misurata in
termini di FEV1 post-broncodilatatore, sia come percentuale rispetto al teorico, sia in valore
assoluto misurato in litri).

Dopo sei mesi di trattamento non si ¢ evidenziato un cambiamento significativo della

funzionalita respiratoria nell’ intera popolazione dello studio, come mostrato dal grafico 1.
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Grafico 1: andamento della funzionalita respiratoria nell intera popolazione, oggetto dello studio.
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L’analisi dei due gruppi non ha evidenziato un cambiamento significativo della funzionalita
respiratoria, né nel gruppo trattato con un corticosteroide inalatorio + un broncodilatatore a
lunga durata d’azione, né nel gruppo trattato con un broncodilatatore a lunga durata d’azione

da solo, come mostrato dal grafico 2.
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Grafico 2: andamento della funzionalita respiratoria nei due gruppi (LABA = broncodilatatori a
lunga durata d’azione,; ICS = corticosteroidi inalatori).

Andamento dell ’infiammazione delle vie aeree

Abbiamo poi voluto indagare I’andamento dell’inflammazione delle vie aeree, sia valutando il
numero totale di cellule infiammatorie, sia la conta differenziale delle cellule inflammatorie,
presenti nell’espettorato.Dopo sei mesi di trattamento non si ¢ evidenziato un cambiamento
significativo dell’infiammazione delle vie aeree, né in termini di cellularita totale, né in
termini di conta differenziale di cellule inflammatorie, nell’intera popolazione dello studio,

come mostrato dal grafico 3.
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Grafico 3: andamento dell’infiammazione delle vie aeree nella popolazione totale, oggetto dello

studio.

L’analisi dei due gruppi non ha evidenziato un cambiamento significativo dell’inflammazione
delle vie aeree, né nel gruppo trattato con un corticosteroide inalatorio + un broncodilatatore a
lunga durata d’azione, né nel gruppo trattato con un broncodilatatore a lunga durata d’azione

da solo, come mostrato dal grafico 4.
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Grafico 4. andamento dell’infiammazione delle vie aeree nei due gruppi (LABA = broncodilatatori a

lunga durata d’azione,; ICS = corticosteroidi inalatori).
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Andamento della carica batterica nelle vie aeree

Infine, abbiamo voluto valutare I’andamento della carica batterica nell’espettorato. Dopo sei
mesi di trattamento non si ¢ evidenziato un cambiamento significativo della carica batterica

nell’intera popolazione dello studio, come mostrato dal grafico 5.
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Grafico 5: andamento della carica batterica nell espettorato, nell’intera popolazione, oggetto dello
studio.

L’analisi dei due gruppi ha evidenziato livelli di carica batterica sovrapponibili al baseline. 11
valore della carica batterica, dopo sei mesi di trattamento, nel gruppo trattato con un
corticosteroide inalatorio + un broncodilatatore a lunga durata d’azione ¢ risultato essere
significativamente maggiore rispetto al gruppo trattato con un broncodilatatore a lunga durata

d’azione da solo (p<0.001), come mostrato dal grafico 6.
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Grafico 6: andamento della carica batterica nell espettorato, nei due gruppi (LABA =

broncodilatatori a lunga durata d’azione; ICS = corticosteroidi inalatori).
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Nel gruppo trattato con un corticosteroide inalatorio + un broncodilatatore a lunga durata
d’azione il numero di pazienti in cui € possibile identificare un microrganismo potenzialmente
patogeno, dopo sei mesi di trattamento, ¢ 1.8 volte superiore rispetto al valore basale, come
mostrato dal grafico 7. Nel gruppo trattato con un broncodilatatore a lunga durata d’azione da
solo non si evidenzia nessuna differenza nella possibilita di identificare un microrganismo
potenzialmente patogeno, dopo sei mesi di trattamento.

Tuttavia, si segnala che nel gruppo trattato con un broncodilatatore a lunga durata d’azione da
solo il numero di soggetti in cui ¢ possibile identificare un microrganismo potenzialmente
patogeno al baseline ¢ maggiore rispetto al gruppo trattato con un corticosteroide inalatorio +

un broncodilatatore a lunga durata d’azione (66% verso 38%).
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Grafico 7: possibilita d’identificare un microrganismo potenzialmente patogeno nei due gruppi,
differenza verso il baseline (LABA = broncodilatatori a lunga durata d’azione; ICS = corticosteroidi

inalatori).

Riacutizzazioni

Abbiamo valutato anche 1’andamento della funzionalita respiratoria, dell’inflammazione e
della carica batterica nelle vie aeree nelle riacutizzazioni della malattia, rispetto alla fase di
stabilita.

Nel corso dei sei mesi di studio, si sono verificati 7 episodi di riacutizzazione, equamente
ripartiti nei due gruppi (4 episodi si sono verificati nel gruppo trattato con un corticosteroide
inalatorio + un broncodilatatore a lunga durata d’azione, 3 nel gruppo trattato con un
broncodilatatore a lunga durata d’azione da solo; (p>0.05)).

\

Nei pazienti in cui si ¢ verificata una riacutizzazione abbiamo documentato una riduzione
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significativa della funzionalita respiratoria (p<0.01), un aumento significativo
dell’inflammazione totale delle vie aeree (p<0.05) ed un aumento significativo della carica

batterica, rispetto alla fase di stabilita (p<0.05), come mostrato dai grafici 8, 9, 10.
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Grafico 8: andamento della funzionalita respiratoria nei pazienti in cui si é verificata una

riacutizzazione della malattia, vispetto alla fase di stabilita.
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Grafico 9: andamento dell’infiammazione delle vie aeree nei pazienti in cui si € verificata una

riacutizzazione della malattia, vispetto alla fase di stabilita.
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Grafico 10: andamento della carica batterica nell espettorato dei pazienti in cui si é verificata una

riacutizzazione della malattia, rispetto alla fase di stabilita.

Conclusioni

La Broncopneumopatia Cronica Ostruttiva (BPCO) ¢ una malattia inflammatoria cronica delle
vie aeree, prevenibile e trattabile, a decorso progressivo [35]. La storia naturale della BPCO ¢
caratterizzata da episodi ricorrenti di peggioramento della sintomatologia denominati
riacutizzazioni. Le riacutizzazioni contribuiscono al progressivo peggioramento della BPCO e
rappresentano un fattore prognostico negativo in termini di sopravvivenza.

Grazie anche a metodiche recenti di biologia molecolare, ¢ stato dimostrato che le infezioni,
sia batteriche che virali, costituiscono non solo la causa principale delle riacutizzazioni, ma
contribuiscono anche alla patogenesi della malattia [72].

I corticosteroidi inalatori sono utilizzati nel trattamento della BPCO e le ultime linee guida ne
raccomandano 1’uso nei pazienti con malattia grave e storia di frequenti riacutizzazioni. In tali
pazienti i corticosteroidi inalatori sono in grado di ridurre gli eventi di riacutizzazione della
malattia. Tuttavia, recenti studi prospettici, di grandi dimensioni, hanno riportato un aumento
dei casi di polmonite nei pazienti con BPCO che assumono regolarmente i corticosteroidi per
via inalatoria, suggerendo che questo trattamento possa facilitare le infezioni del tratto
respiratorio [152, 153, 154]. Emerge quindi un apparente paradosso: da un lato gli steroidi per
via inalatoria sono in grado di ridurre la frequenza di eventi per lo piu infettivi come le
riacutizzazione e dall’altro sembrano facilitare la comparsa di eventi infettivi come le
polmoniti.

Nessuno studio, ha fino ad ora valutato in maniera longitudinale se il trattamento regolare con
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corticosteroidi inalatori sia in grado di modificare la carica batterica nelle vie aeree.

Con questo obiettivo primario, abbiamo reclutato 31 pazienti con BPCO di grado moderato e
li abbiamo randomizzati in due gruppi. Un gruppo ¢ stato trattato con I’associazione per via
inalatoria precostituita di un corticosteroide (fluticasone) e un broncodilatatore a lunga durata
d’azione (salmeterolo); I’altro gruppo con il broncodilatatore a lunga durata d’azione da solo
(salmeterolo). La durata del trattamento ¢ stata di sei mesi.

Innanzi tutto abbiamo analizzato 1’andamento della funzionalita respiratoria,
dell’inflammazione e della carica batterica delle vie aeree nella popolazione totale e nei due
gruppi, durante 1 sei mesi di trattamento. Dopo sei mesi di trattamento non si € evidenziato un
cambiamento significativo né della funzionalita respiratoria, né dell’inflammazione delle vie
aeree, né della carica batterica nell’espettorato, nella popolazione complessiva, oggetto dello
studio.

Analogamente, non abbiamo evidenziato un cambiamento significativo della funzionalita
respiratoria e dell’inflaimmazione quando abbiamo analizzato ’andamento all’interno dei due
gruppi. Viceversa, abbiamo riscontrato un aumento significativo della carica batterica delle
vie aeree nel gruppo di pazienti trattati con un corticosteroide inalatorio + broncodilatatore a
lunga durata d’azione, rispetto al gruppo trattato con solo broncodilatatore.

Tali dati suggeriscono, quindi, che 1 corticosteroidi per via inalatoria, pur non modificando la
funzione respiratoria e I’infiammazione delle vie aeree dopo 6 mesi di trattamento, possano
determinare un aumento della carica batterica delle vie aeree.

Abbiamo inoltre rilevato che, nel gruppo trattato con un corticosteroide inalatorio, si verifica
un aumento del numero di soggetti in cui ¢ possibile isolare un microrganismo potenzialmente
patogeno. Questo potrebbe rappresentare un ulteriore dato, accanto a quello dell’aumento
della carica microbica delle vie aeree, a favore dell’ipotesi che i corticosteroidi inalatori
possano facilitare le infezioni del tratto respiratorio.

Le riacutizzazioni della BPCO sono eventi frequenti, caratterizzate da peggioramento dei
sintomi. Tali episodi accelerano il declino della funzionalita respiratoria e, maggiore ¢ la loro
frequenza, peggiore ¢ la prognosi, in termini di sopravvivenza a lungo termine.

Nel nostro studio, abbiamo valutato anche I’andamento della funzionalita respiratoria,
dell’infiammazione e della carica batterica delle vie aeree nelle riacutizzazioni della malattia
(che si sono verificate equamente nei due gruppi), rispetto alla fase di stabilita. Nei pazienti in
cui si ¢ verificata una riacutizzazione abbiamo evidenziato una riduzione significativa della
funzionalita respiratoria ed un aumento significativo dell’infiammazione e della carica

batterica delle vie aeree.
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In conclusione, questo studio dimostra per la prima volta che il trattamento regolare con
corticosteroidi inalatori favorisce la colonizzazione batterica delle vie aeree e si associa ad un
aumentato isolamento di germi potenzialmente patogeni. Se tale aumento della carica batteria
sia un fattore negativo in termini di controllo della sintomatologia e/o comparsa di eventi

infettivi acuti dovra essere valutato in studi specifici.
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4.4 Ruolo dell’atopia e dell’asma sulla modulazione della risposta immunologia

antivirale in bambini in eta prescolare

Le infezioni virali durante 1 primi anni di vita sono un fattore noto di rischio per lo sviluppo di
asma piu avanti negli anni. Inoltre le infezioni virali rappresentano una delle cause piu
frequenti di riacutizzazione. Studi recenti hanno dimostrato che 1 pazienti asmatici adulti
hanno una risposta immunitaria innata antivirale deficitaria nei confronti delle infezioni virali
da rinovirus a livello delle vie aeree. Le cause di una tale risposta immunitaria antivirale
aberrante non sono note. In particolare, dal momento che la risposta immunitaria antivirale
deficitaria ¢ stata descritta su una popolazione di pazienti adulti asmatici, non ¢ noto se essa
sia: 1) il risultato di una modulazione dell’infiammazione cronica che si instaura nel corso
della vita dei pazienti asmatici; 2) una caratteristica intrinseca dei pazienti asmatici ¢ che
quindi sia presente fin dalla nascita; 3) I’effetto di una modulazione in senso inibitorio di un
preesistente ambiente inflammatorio orientato in senso Th2 presente a livello delle vie aeree
dei pazienti asmatici.

Scopo di questo lavoro ¢ valutare se:

1) la deficitaria risposta immunologica antivirale sia una caratteristica della popolazione
adulta asmatica o se invece rappresenti un elemento caratterizzante i soggetti asmatici, gia in
eta pediatrica;

2) lo stato atopico condizioni la risposta immunologica innata antivirale;

3) le caratteristiche inflammatorie delle vie aeree dei soggetti asmatici € non asmatici con o
senza atopia;

4) vi siano correlazioni tra il quadro anatomopatologico/inflammatorio presente a livello delle
vie aeree e la risposta immunitaria antivirale. A tale scopo sono state reclutate quattro
popolazioni pediatriche di soggetti asmatici non atopici, asmatici atopici, atopici non asmatici,
controlli non asmatici e non atopici sottoposti ad indagine broncoscopica per fini clinico-
diagnostici. Durante tale esame sono state raccolte mediante brushing le cellule epiteliali
bronchiali, coltivate in vitro e successivamente infettate con rinovirus per valutare: 1) la
replicazione virale del rinovirus in cellule epiteliali bronchiali di pazienti in eta pediatrica
asmatici € non asmatici; 2) la risposta immunologica innata antivirale in seguito all’infezione
da rinovirus nelle cellule epiteliali bronchiali di pazienti in eta pediatrica asmatici € non
asmatici in termini di produzione di interferone-beta ed interferone-lambda. Sono state inoltre
prelevate biopsie della mucosa bronchiale per valutare le caratteristiche inflammatorie (cellule

inflammatorie, citochine Th2) presenti a livello della mucosa delle vie aeree.
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L’identificazione di un’alterata risposta immunitaria antivirale gia in eta pediatrica,
dimostrerebbe che tale aspetto rappresenta una caratteristica intrinseca dei soggetti asmatici e
che quindi possa rappresentare un nuovo target farmacologico al fine di prevenire € modulare
le riacutizzazioni asmatiche virus-indotte e quindi di conseguenza la storia naturale della

malattia.

Materiali e metodi

Popolazione dello studio.

Presso il servizio di Broncoscopia Pediatrica dell’Universita di Padova sono stati reclutati 34

bambini gia candidati ad essere sottoposti ad esame broncoscopico per motivi clinici. |

bambini arruolati sono stati suddivisi in asmatici € non asmatici secondo 1 seguenti criteri di

inclusione [160]:

= bambini con ripetuti episodi di sibilo, tosse e difficolta respiratoria (soprattutto se associati
a sintomatologia notturna e mattutina) responsivi ai broncodilatatorti;

= Ja presenza e la reversibilita degli episodi sintomatici riportati dai genitori/tutori
confermata dal medico pediatra;

= Ja presenza di atopia definita dall’ aumento delle IgE sia totali che specifiche;

= | bambini devono essere stati sottoposti al PRIST test, RAST test, agli esami ematici di
routine, mentre la spirometria ¢ stata utilizzata solamente nei bambini che sono stati in

grado di cooperare durante il test.

Raccolta e coltura delle cellule epiteliali bronchiali primarie.

Le cellule epiteliali bronchiali umane (HBECs) sono state raccolte durante broncoscopia a
fibre ottiche seguendo linee guida standardizzate internazionali [161] e coltivate come
precedentemente descritto [104]. I genitori/tutori hanno firmato Consenso Informato prima di
sottoporre il bambino al prelievo. Dopo I’esecuzione del brushing le cellule sono state
raccolte all’interno di Falcon da 15 ml contenenti soluzione fisiologica sterile. Le falcon sono
poi state centrifugate a 1500 rpm per 8 minuti, il sopranatante ¢ stato eliminato ed il pallet
cellulare ¢ stato risospeso in 1 ml di siero bovino, trasferito in tubi per conservazione in azoto
liquido ed 1 ml di soluzione di DMSO al 20% in siero bovino ¢ stato aggiunto alle cellule
prima del congelamento. Le cellule sono state poi scongelate, centrifugate a 1500 rpm per 8
minuti, il sopranatante eliminato e le cellule sono state risospese in 1 ml di terreno di coltura

arricchito con ormoni specifici per cellule epiteliali bronchiali (BEGM; Clonetics, San Diego,
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USA) contenente 50 U/ml di penicillina e 50pg/ml di streptomicina. Le cellule sono state poi
trasferite in fiasche Roux da 25 cm’, per consentirne 1’espansione. Le colture sono state
mantenute in un incubatore a 37°C con 5% CO2 in aria umidificata. Dopo due passaggi in
fiasche Roux da 75 cm’ le cellule sono state seminate in piastre da 6 pozzetti (3 ml di una
sospensione cellulare ad una concentrazione di 2 x10°/ml). Al raggiungimento dell’80% di

confluenza le cellule sono state infettate con RV-16.

Infezione sperimentale in vitro con rinovirusl6 (RV16).

La sera prima dell’infezione il terreno di coltura delle cellule epiteliali (arricchito con ormoni
specifici per cellule epiteliali bronchiali) ¢ stato sostituito con terreno privo di ormoni al fine
di consentire le cessazione delle replicazione cellulare e la sincronizzazione delle cellule. 11
terreno ¢ stato poi rimosso ed una quantita di virus pari a 5 MOI ¢ stata aggiunta sulle cellule.
Le cellule sono state messe su un agitatore per un’ora a temperatura ambiente. Dopo un’ora il
terreno contenente il virus ¢ stato rimosso in modo da allontanare il virus morto o che non si ¢
legato alle cellule e terreno fresco ¢ stato aggiunto alle cellule. A 8 ore e a 24 ore dopo
I’infezione ¢ stato raccolto il sopranatante per futuri saggi ELISA ed ¢ stata effettuata
I’omogeneizzazione delle cellule mediate specifici buffers (RLT Qiagen addizionato di beta-

mercaptoetanolo) per consentire 1’estrazione dell’mRNA totale.

Reazione a catena polimerasica quantitativa (TagMan® PCR).

L’RNA virale e ’'mRNA cellulare sono stati estratti della cellule utilizzando il “Mini Kit
Rneasy” seguendo il protocollo suggerito dalla Casa Produttrice (Qiagen). 2ug di RNA ¢ stato
utilizzato per la sintesi del cDNA mediante I’impiego del kit per la polimerasi inversa
“Omniscript RT kit” (Qiagen). La TagMan® PCR ¢ stata eseguita utilizzando specifici
primers e sonde per IFN-A1, RV 16 e per 18S rRNA e la stessa coppia di primers e sonde per
IFN-A2 e per IFN-A3 (IFN-A2-3) (Tabella 2). La “reaction solution” per la TagMan® PCR ¢
stata allestita utilizzando 12.5pL 2x QuantiTect Probe PCR Master Mix (Qiagen), 300nM di
ogni “primer senso”, 900nM di ogni “primer antisenso” e 175nM di sonda per gli IFN-A;
300nM sia di “primer senso” che di “primer antisenso” e 175nM di sonda per 18S rRNA;
50nM di “primer senso”, 300nM di “primer antisenso” e 175nM di sonda per gli RV-16. 23
pL di "reaction solution" sono poi stati trasferiti in Heppendorf® da 0.2 ml ai quali sono stati

aggiunti 2 ul di cDNA. La reazione ¢ stata analizzata mediante 1’impiego
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dell’apparecchiatura Rotor Gene 6000 (Corbet) seguendo un protocollo standard come
suggerito dalla Casa Produttrice. I risultati sono stati normalizzati rispetto all'amplificazione
del rRNA 18S ed espressi in numero di copie di mRNA/ul di reazione grazie all'allestimento

di una curva standard.

Target Oligonucleotide Sequenze

IFN-A1

Senso: 5’- GGA CGC CTT GGAAGA GTC ACT -3’

Antisenso: 5’- AGA AGC CTC AGG TCC CAATTC -3’

Probe: 5’-FAM AGT TGC AGC TCT CCT GTC TTC CCC G TAMRA-3’
IFN-A2-3

Senso: 5’- CTG CCA CAT AGC CCAGTT CA-3°

Antisenso: 5’- AGA AGC GAC TCT TCT AAG GCATCT T -3’

Probe: 5°-FAM TCT CCA CAG GAG CTG CAG GCC TTT A TAMRA-3’
RV-16

Senso:5’-GTG AAG AGC CSC RTG TGC T-3°

Antisenso: 5° GCT SCA GGG TTA AGG TTA GCC-3’

Probe: 5’-FAM-TGA GTC CTC CGG CCC CTG AAT G-TAMRA-3’

18S rRNA

Senso: 5’- CGC CGC TAG AGG TGA AAT TCT -3’

Antisenso: 5’- CAT TCT TGG CAA ATG CTT TCG-3’

Probe: 5’-FAM ACC GGC GCA AGA CGG ACC AGA TAMRA-3°

Tabella 2. Sequenze dei primers e delle sonde per la RT-PCR quantitativa.

Biopsie bronchiali ed indagine immunoistochimica

Dopo averle processate e incluse in paraffina, le biopsie bronchiali sono state tagliate per
ottenere un certo numero di sezioni.

Le biopsie bronchiali sono state considerate adatte all’analisi quando la membrana basale era
spessa almeno 1 mm e I’area subepiteliale estesa almeno 0,1 mm?’.

Le sezioni sono state colorate con metodi di immunoistochimica per valutare il numero di
cellule infiammatorie (eosinofili, neutrofili, mastociti e linfociti CD4+) ed il numero di cellule
IL-4+. Le cellule infiammatorie (eosinofili, neutrofili, mastociti, macrofagi e linfociti T
CD4+) sono state quantificate nell’area che si estende 50 pum al di sotto della membrana

. .. 2 4. T
basale e sono state espresse come numero di cellule positive per mm” di subepitelio.
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Anticorpi murini monoclonali contro marcatori specifici sono stati usati per identificare
eosinofili, neutrofili, mastociti, macrofagi e cellule CD4+. Per il ritrovamento degli antigent,
le sezioni da colorare per macrofagi e mastociti sono state pretrattate con una soluzione
acquosa di 0,1% di tripsina in 0,1% di cloruro di calcio a 37° C per 15 minuti. 11 legame degli
anticorpi monoclonali € stato rilevato con il metodo della fosfatasi alcalina, con il Fast Red
come substrato.

Le cellule IL-4+ sono state evidenziate usando un anticorpo specifico anti-IL-4 umana. In
particolare, per esporre gli epitopi immunoreattivi, le sezioni sono state riscaldate in un forno
a microonde ad alta potenza per 40 minuti, in tampone citrato 10mM (pH 6.0). I vetrini sono
stati trattati con siero di coniglio e poi incubati per 1 ora a temperatura ambiente con
I’anticorpo policlonale primario di capra anti-IL-4 alla diluizione 1:100. In questa fase alcune
sezioni sono state trattate come controlli negativi, mediante incubazione con IgG aspecifiche
di capra.

Le sezioni sono state poi incubate con un anticorpo secondario biotinilato anti-IgG di capra
per 30 minuti e in seguito con un reagente costituito da fosfatasi alcalina coniugata a
streptadivina per 30 minuti. L’immunoreattivita ¢ stata visualizzata con Fast Red. Le sezioni
sono state infine controcolorate con ematossilina di Mayer. Le cellule 1L-4+ sono state
quantificate nel subepitelio ed espresse come numero di cellule positive per mm® di tessuto

esaminato.

Statistica

Le differenza tra 1 gruppi sono state analizzate usando il test non parametrico Kruskal-Wallis.
I1 test Mann-Whitney U ¢ stato eseguito dopo il test Kruskal-Wallis quando era appropriato.
Per 1 dati clinici, € stata eseguita un’analisi della varianza. I coefficienti di correlazione sono
stati calcolati usando il metodo non parametrico rank di Spearman. I valori di probabilita di

p<0.05 sono stati considerati significativi.
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Risultati

Popolazione dello studio

Nello studio sono stati reclutati 34 bambini (eta media 4.6 anni £1.2; 62% maschi) candidati
ad essere sottoposti ad indagine broncoscopica per motivi clinici. Tenendo conto della storia
clinica dei pazienti, della risposta a terapia aerosolica con broncodilatatori ed in base alle
indagini allergologiche (Prick e RAST test) i1 pazienti sono stati ulteriormente suddivisi in
quattro gruppi: 1) pazienti non asmatici non atopici (9 pazienti eta media 4.6+0.9 anni)
(gruppo N); 2) pazienti asmatici allergici (8 pazienti eta media 4.44+0.7 anni) (gruppo AA); 3)
pazienti asmatici non allergici (9 pazienti eta media 5.1+1.1 anni) (gruppo ANA); pazienti
atopici non asmatici (8 pazienti eta media 4.5+1.2 anni) (gruppo A). In 21 pazienti ¢ stato
possibile eseguire una spirometria. In tali pazienti il rapporto FEV1/VC medio ¢ risultato
91+3% rispetto al predetto ed il FEV1 medio ¢ risultato 86.7+4% rispetto al predetto, ovvero

nessuno dei soggetti studiati presentava una spirometria patologica.

Asmatici Atopici | Asmatici Non | Atopici non | Controlli
(AA) Atopici (ANA) | asmatici (A)
Numero Pazienti 8 9 8 9
Eta (anni) 4.4+0.7 5.1«£1.1 4.5£1.2 4.6+£0.9
Sesso M/F (% maschi) 5/3 (63%) 5/4 (56%) 5/3 (63%) 6/3 67%
Eta inizio sintomi (anni) 2.2+0.7 3.3+0.9 -—- -—-

Tabella: Caratteristiche della popolazione

Induzione di interferone-A (IFN-A) in seguito ad infezione sperimentale con rinovirus 16

(RV16) nelle cellule epiteliali bronchiali.

L’infezione sperimentale con rinovirus delle cellule epiteliali bronchiali raccolte mediante
brushing durante I’indagine broncoscopica e successivamente coltivate in vitro, ¢ stata in
grado di indurre un aumento significativo dell’espressione di mRNA per IFN-A a 8 ore dopo
I’infezione con RV16 (RV) rispetto alle cellule stimolate con solo terreno di coltura (Medium)
(p<0.001) (Figura 4). Come controllo negativo in alcune condizioni sperimentali il virus ¢
stato rimosso mediante filtrazione e le cellule sono state stimolate con solo il terreno di
coltura che precedentemente conteneva il virus (f-RV). In tali condizioni sperimentali non si €
dimostrata una produzione significativa di mRNA per IFN-A dimostrando che il RV16 vivo ¢
necessario per l’induzione dell’ IFN-A. I risultati sin qui riportati si riferiscono alla
popolazione dello studio nella sua interezza ovvero comprendente tutti i 34 soggetti reclutati

(Figura 4).
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Induzione di interferone-f _(IFN-f) in seguito ad infezione sperimentale con rinovirus 16

(RV16) nelle cellule epiteliali bronchiali.

L’infezione sperimentale con rinovirus delle cellule epiteliali bronchiali raccolte mediante
brushing durante I’indagine broncoscopica e successivamente coltivate in vitro, ¢ stata in
grado di indurre un aumento significativo dell’espressione di mRNA per IFN- a 8 ore dopo
I’infezione con RV16 (RV) rispetto alle cellule stimolate con solo terreno di coltura (Medium)
(p<0.001) (Figura 4). Come controllo negativo in alcune condizioni sperimentali il virus ¢
stato rimosso mediante filtrazione e le cellule sono state stimolate con solo il terreno di
coltura che precedentemente conteneva il virus (f-RV). In tali condizioni sperimentali non si €
dimostrata una produzione significativa di mRNA per IFN-f3 dimostrando che il RV16 vivo ¢
necessario per l’induzione dell’ IFN-A. I risultati sin qui riportati si riferiscono alla

popolazione dello studio nella sua interezza ovvero comprendente tutti i 34 soggetti reclutati.
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Figura 4. Induzione da parte del rinovirus 16 dell' mRNA per interferone lambda e beta in cellule

epiteliali bronchiali

Induzione di interferone-A (IFN-A) e interferone—f (IFN-f) in seguito ad infezione

sperimentale con rinovirus 16 (RVI16) nelle cellule epiteliali bronchiali nei sottogruppi della

popolazione dello studio

Dopo aver dimostrato che I’infezione sperimentale con RV16 nelle cellule epiteliali bronchiali

coltivate in vitro ¢ in grado di indurre la produzione sia di mRNA per IFN-A che IFN-3
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(Figura 4) abbiamo voluto valutare se esiste un diverso pattern di induzione di mRNA per
IFN-A e IFN-f nei vari sottogruppi.

I risultati hanno dimostrato che I’induzione di mRNA per IFN-A ¢ significativamente minore
in seguito ad infezione con RV16 nelle cellule epiteliali bronchiali prelevate da pazienti
asmatici allergici (AA), pazienti asmatici non allergici (ANA) e pazienti atopici non asmatici
(A) rispetto a pazienti normali (non asmatici non allergici — N) (p<0.05 per tutti e tre 1 gruppi
vs 1 pazienti normali). (Figura 5). Nessuna differenza di induzione di mRNA per IFN-A ¢ stata
evidenziata tra 1 pazienti asmatici allergici (AA), pazienti asmatici non allergici (ANA) e
pazienti atopici non asmatici (A).

In maniera analoga, 1’induzione di mRNA per IFN-f ¢ significativamente minore in seguito
ad infezione con RV16 nelle cellule epiteliali bronchiali prelevate da pazienti asmatici
allergici (AA), pazienti asmatici non allergici (ANA) e pazienti atopici non asmatici (A)
rispetto a pazienti normali (non asmatici non allergici — N) (p<0.05 per tutti e tre 1 gruppi vs i
pazienti normali) (Figura 6). Nessuna differenza di induzione di mRNA per IFN- ¢ stata
evidenziata tra 1 pazienti asmatici allergici (AA), pazienti asmatici non allergici (ANA) e

pazienti atopici non asmatici (A).
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Figura 5. Induzione da parte del rinovirus 16 dell mRNA per interferone lambda in cellule epiteliali
bronchiali nei vari gruppi dello studio (N: pazienti normali, AA: pazienti asmatici allergici, ANA:

pazienti asmatici non allergici, A: pazienti atopici non asmatici).
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Figura 6. Induzione da parte del rinovirus 16 dell mRNA per interferone beta in cellule epiteliali
bronchiali nei vari gruppi dello studio (N: pazienti normali, AA: pazienti asmatici allergici, ANA:

pazienti asmatici non allergici, A: pazienti atopici non asmatici).

Replicazione del rinovirusl6 (RV16) nelle cellule epiteliali bronchiali.

L’epitelio bronchiale rappresenta la sede naturale dell’infezione da rinovirus nelle vie aeree.
Abbiamo voluto valutare se esiste una diversa capacita di replicazione del rinovirus16 (RV16)
in seguito ad infezione in cellule epiteliali bronchiali prelevate da pazienti normali non
asmatici e non allergici, asmatici atopici, asmatici non atopici € non asmatici atopici. I dati
documentano che la replicazione del RV16 ¢ significativamente maggiore in cellule epiteliali
bronchiali prelevate da paziente asmatico atopico (AA — p<0.05 vs N) ed asmatico non
atopico (ANA — p<0.05 vs N) rispetto alla replicazione che si verifica in cellule epiteliali
bronchiali prelevate da pazienti non asmatici non allergici (N) (Figura 7). Anche in cellule
epiteliali bronchiali prelevate da paziente atopico non asmatico (A) si verifica un aumento
della replicazione del RV16 rispetto a pazienti non asmatici non allergici (N) tuttavia tale

aumento non raggiunge la significativita statistica (p=0.09; A vs N).
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Figura 7. Replicazione del rinovirus (RV16) nelle cellule epiteliali bronchiali nei vari gruppi dello

studio (N: pazienti normali, AA: pazienti asmatici allergici, ANA: pazienti asmatici non allergici, A:

pazienti atopici non asmatici).

Correlazioni tra replicazione virale e induzione di interferone nelle cellule epiteliali

bronchiali

Al fine di valutare il ruolo protettivo della produzione di interferoni, a livello delle cellule
epiteliali bronchiali, nei confronti dell’infezione da rinovirus 16 (RV16) abbiamo cercato
possibili correlazioni tra I’induzione di interferone e la replicazione del RV16. Abbiamo
trovato una significativa correlazione negativa tra la replicazione virale e sia I’induzione di

IFN-A (p<0.01; r=-0.59) (Figura 8) che I’induzione di IFN- (p<0.001; r=-0.65) (Figura 9).
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Figura 8. Correlazione tra replicazione virale e induzione di interferone A nelle cellule epiteliali

bronchiali dopo infezione sperimentale con rinoviruslo.
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Figura 9. Correlazione tra replicazione virale e induzione di interferone p nelle cellule epiteliali

bronchiali dopo infezione sperimentale con rinoviruslo.

Caratteristiche infiammatorie delle vie aeree inferiori nei soggetti asmatici atopici, asmatici

non atopici, atopici non asmatici e controllo non asmatici e non atopici.

Abbiamo valutato 21 biopsie prelevate da pazienti non atopici non asmatici (N, n=6), asmatici
atopici (AA, n=5), asmatici non atopici (ANA, n=5) e atopici non asmatici (A, n=5). I risultati
dimostrano un aumento significativo degli eosinofili nelle vie aeree inferiori dei pazienti
asmatici sia atopici (AA — 134.4445.1) che non atopici (ANA — 151.6£37.57) rispetto ai
soggetti non asmatici € non atopici (N — 7.66+2.59) (p<0.01). Anche nei soggetti atopici non
asmatici (A — 67.8427.1) abbiamo documentato un aumento degli eosinofili rispetto ai
soggetti di controllo non asmatici € non atopici (N) (p<0.05). Inoltre non vi ¢ differenza tra 1
valori di eosinofili presenti nelle vie aeree dei soggetti asmatici atopici (AA) rispetto ai

soggetti asmatici non atopici (ANA) (134.44+45.16 vs 151.6£37.5, p=0.56) (Figura 10).
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Figura 10. Presenza di eosinofili nelle biopsie bronchiali di pazienti non asmatici non atopici(N),

asmatici atopici (AA), asmatici non atopici(ANA) e atopici non asmatici(A4).

Per quanto concerne le altre cellule infiammatorie (neutrofili, macrofagi, mast cellule e
linfociti CD4+) non sono state descritte differenze significative tra 1 gruppi.

Inoltre abbiamo documentato un aumento significativo delle cellule infiammatorie 1L-4+
nelle vie aeree inferiori dei pazienti asmatici sia atopici (AA — 223.4+58.3) che non atopici
(ANA — 293.0£95.0) rispetto ai soggetti non asmatici € non atopici (N — 72.0+18.0) (p<0.01).
Anche nei soggetti atopici non asmatici (A — 174.7+£30.9) abbiamo documentato un aumento
delle cellule infiammatorie 1L-4+ rispetto ai soggetti di controllo non asmatici € non atopici
(N), tuttavia tale differenza non ¢ statisticamente significativa (p=0.19). Infine, non vi ¢
differenza tra il numero delle cellule infiammatorie IL-4+ presenti nelle vie aeree dei soggetti
asmatici atopici (AA) rispetto ai soggetti asmatici non atopici (ANA) (223.4£58.3 vs
293.0+£95.0, p=0.56). (Figura 11).
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Figura 11. Presenza di cellule infiammatorie IL-4+ nelle biopsie bronchiali di pazienti non asmatici

non atopici(N), asmatici atopici(AA), asmatici non atopici(ANA) e atopici non asmatici(A).
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Correlazioni tra infiammazione delle vie aeree inferiori e produzione di interferoni dopo

infezione con rinovirus

Al fine di valutare se il preesistente ambiente infiammatorio presente a livello delle vie aeree
inferiori possa condizionare la risposta immunologica innata antivirale, abbiamo valutato la
presenza di possibili correlazioni tra inflammazione delle vie aeree inferiori e produzione di
interferoni dopo infezione con rinovirus. Abbiamo documentato una correlazione inversa
ancorché non significativa tra presenza di cellule infiammatorie 1L-4+ e produzione sia di

IFN-A (r=-0.44; p=0.11) (Figura 12) che IFN-B (r=-0.39; p=0.12) (Figura 13).
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Figura 13. Correlazione tra produzione di
IFN-p nelle cellule epiteliali bronchiali
dopo infezione ex vivo con rinovirus e

presenza di cellule IL-4+ nelle biopsie
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Discussione

Il presente lavoro ha valutato per la prima volta le caratteristiche della risposta immunologica
innata antivirale a livello delle vie aeree di soggetti asmatici in eta prescolare. Inoltre ha
consentito di valutare il ruolo dell’atopia e dell’ambiente inflammatorio che caratterizza le vie
aeree inferiori dei soggetti atopici/asmatici nel modulare tale risposta immunologica
antivirale. Il razionale di questo studio nasce dall’evidenza che le infezioni virali delle vie
aeree rappresentano la principale causa di riacutizzazione asmatica (il rinovirus — ovvero il
virus del comune raffreddore — rappresenta il virus piu frequentemente identificato) [93] e che
1 pazienti asmatici adulti manifestano una deficitaria risposta immunologica innata nei
confronti delle infezioni virali respiratorie [102, 103]. Tale risposta alterata sarebbe alla base
dell’aumentata suscettibilita clinica dei pazienti asmatici nei confronti delle infezioni virali
respiratorie [94, 102]. Tuttavia dal momento che la risposta immunitaria antivirale deficitaria
¢ stata descritta su una popolazione di pazienti atopici adulti asmatici, non ¢ noto se essa sia:
1) il risultato di una modulazione dell’infiammazione cronica che si instaura nel corso della
vita dei pazienti asmatici; 2) una caratteristica intrinseca dei pazienti asmatici e che quindi sia
presente fin dalla nascita.

I dati derivanti dal nostro studio documentano che nei soggetti asmatici (indipendentemente
dallo stato atopico) si verifica una diminuita produzione di interferoni ed un’aumentata
replicazione virale dopo infezione sperimentale ex vivo con rinovirus a livello delle cellule
epiteliali bronchiali. Inoltre la medesima alterata risposta immunitaria antivirale innata si
verifica nei soggetti atopici non asmatici. In altre parole abbiamo documentato un simile
comportamento in termini di aberrante risposta immunologica innata antivirale (associata ad
una aumentata replicazione virale) nei soggetti asmatici o atopici. E’ interessante notare come
esista un denominatore infiammatorio comune tra questi tre gruppi di pazienti (asmatici
atopici, asmatici non atopici, atopici non asmatici). I risultati infatti documentano un aumento
di eosinofili ed un aumento delle cellule infiammatorie che esprimono IL-4 a livello delle vie
aeree inferiori in tutti e tre 1 gruppi di pazienti studiati rispetto al gruppo di soggetti non
asmatici non atopici. Ovvero le vie aeree dei soggetti asmatici (indipendentemente dallo stato
atopico) e dei soggetti atopici (indipendentemente dalla presenza di asma) sono caratterizzate
da un prevalente ambiente inflammatorio orientato in senso Th2.

Pertanto, potrebbe essere il preesistente ambiente infiammatorio orientato in senso Th2
(indipendentemente dalla presenza fenotipica/clinica di asma bronchiale) a condizionare la
risposta immunologica innata. Tale osservazione ¢ supportata anche dalla correlazione inversa

(che tuttavia non raggiunge la significativita statistica anche in ragione del limitato numero di
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soggetti studiati sino ad ora) tra presenza di cellule infiammatorie orientate in senso Th2
(ovvero producenti IL-4) e la produzione di interferoni dopo infezione sperimentale con
rinovirus.

In conclusione abbiamo documentato che I’aberrante risposta immunologica innata antivirale,
precedentemente descritta nella popolazione asmatica adulta [102, 103], ¢ presente sin dai
primi anni di vita a livello delle vie aeree dei soggetti asmatici. Tuttavia sembrerebbe che tale
caratteristica derivi dal condizionamento in senso inibitorio dell’ambiente infiammatorio Th2
sulla risposta immunologica antivirale e sulla clearence virale. Studi futuri saranno necessari
per comprendere i meccanismi molecolari attraverso i quali I’ambiente infiammatorio Th2
possa modulare la risposta immunologica innata antivirale. La comprensione di tali
meccanismi fornira nuovi target di intervento farmacologico in grado di migliorare il
trattamento e la prevenzione delle riacutizzazioni asmatiche virus indotte ed in ultima analisi

la storia naturale dell’asma bronchiale.
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Fixed airflow obstruction due to asthma or chronic
obstructive pulmonary disease: 5-year follow-up

Marco Contoli, MD, PhD,? Simonetta Baraldo, PhD,® Brunilda Marku, MD,? Paolo Casolari, PhD,? John A. Marwick,
PhD,*4 Graziella Turato, PhD,® Micaela Romagnoli, MD, PhD,® Gaetano Caramori, MD, PhD,* Marina Saetta, MD,?
Leonardo M. Fabbri, MD,® and Alberto Papi, MD?® Ferrara, Padua, Forli, and Modena, Italy, and London, United Kingdom

Background: Both smokers and patients with asthma can
experience fixed airflow obstruction, which is associated with
distinctive patterns of airway pathology. The influence of fixed
airflow obstruction on the prognosis of these patients is
unknown.

Objective: We sought to investigate lung function decline and
exacerbations in a 5-year prospective study of subjects with
fixed airflow obstruction due to asthma or chronic obstructive
pulmonary disease (COPD). We also sought to explore
correlations between functional, pathological, and clinical
features.

Methods: Patients with fixed airflow obstruction due to asthma
(m = 16) or COPD (n = 21) and a control group of asthmatic
patients with fully reversible airflow obstruction (n = 15) were
followed for S years.

Results: The rates of decline in FEV; were similar in patients
with fixed airflow obstruction caused by asthma (—49.7 = 10.6
mL/y) or COPD (—51.4 = 9.8 mL/y) and were higher than in
asthmatic patients with reversible airflow obstruction (—18.1 *
10.1 mL/y, P <.01). Exacerbation rates were also higher in
patients with fixed airflow obstruction caused by asthma (1.41
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=+ (.26 per patient-year) or COPD (1.98 = 0.3 per patient-year)
compared with those seen in asthmatic patients with reversible
airflow obstruction (0.53 = 0.11 per patient-year, P <.01).
Baseline exhaled nitric oxide levels and sputum eosinophil
counts correlated with the FEV, decline in asthmatic patients
with fixed airflow obstruction. By contrast, baseline sputum
neutrophil counts, emphysema scores, comorbidities, and
exacerbation frequency correlated directly and pulmonary
diffusion capacity correlated inversely with the FEV, decline in
patients with COPD.

Conclusion: In both patients with asthma and those with COPD,
fixed airflow obstruction is associated with increased lung
function decline and frequency of exacerbations. Nevertheless,
the decline in lung function entails the specific pathological and
clinical features of the underlying diseases. (J Allergy Clin
Immunol 2010;125:830-7.)

Key words: Asthma, chronic obstructive pulmonary disease, airway
inflammation, lung function, exacerbations, comorbidities, natural
history

Asthma and chronic obstructive pulmonary disease (COPD)
are 2 distinct obstructive lung diseases with distinctive clinical
presentations. Classically, asthma is characterized by airflow
limitation that is reversible spontaneously or after adequate
therapy,’ whereas COPD is characterized by airflow limitation
that is never fully reversible and is usually progressive, regardless
of adequate therapy.” Distinctive patterns of airway inflammation
and structural remodeling/derangement are constitutive parts of
the pathological picture of the 2 diseases.””

A proportion of asthmatic patients experience a fixed airflow
obstruction that persists despite optimal pharmacologic treat-
ment.® Mannino et al’ found that up to 30% of subjects with air-
flow obstruction have a history of asthma rather than COPD, but
reversibility was not assessed in this epidemiologic survey. Data
about the exact prevalence of fixed airflow obstruction among
asthmatic patients are limited, with some studies reporting rates
of about 20%° and others reporting a prevalence of irreversible
airflow obstruction among patients with severe asthma as high
as 49%.

Although asthmatic patients have been reported to have a faster
lung function decline compared with that seen in healthy sub-
jects,m very little is known on the rate of decline in rigorously
characterized aged-matched asthmatic patients and patients with
COPD. In particular, the natural course of lung function decline
in patients with fixed airflow obstruction and history of asthma
without exposure to tobacco smoking is unknown. These patients
deserve clinical and research attention because their disease is
usually misjudged, their prognosis is unknown, and even treat-
ment has never been properly explored. Indeed, asthmatic patients


mailto:ppa@unife.it

J ALLERGY CLIN IMMUNOL
VOLUME 125, NUMBER 4

Abbreviations used

COPD: Chronic obstructive pulmonary disease
eNO: Exhaled breath nitric oxide
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with fixed airflow obstruction are excluded from clinical trials
because they cannot be labeled as having asthma or COPD.

We recently investigated a cohort of subjects with irreversible
airflow obstruction and a history of asthma or COPD to evaluate
whether the overlap between these 2 conditions is limited to
spirometric data (ie, fixed airflow obstruction) or whether it
involves also airway pathology and response to treatment.'' We
found 2 distinctive profiles, with the same type of irreversible air-
flow obstruction being associated with the pathological features
typical of asthma or COPD, depending on the clinical history of
the patients.!' Compared with patients with COPD, asthmatic pa-
tients with a similar fixed airflow obstruction had a more intense
eosinophilic inflammation in the airways, higher exhaled nitric
oxide levels, lower residual volume, higher diffusing capacity,
lower high-resolution computed tomographic scan emphysema
scores, and greater reversibility to treatment."’

In the present study we report the results of 5-year follow-up of
this cohort of patients previously described cross—sectionally.ll
We first evaluated the rate of lung function decline and the fre-
quency of exacerbations in patients with fixed airflow obstruction
due to asthma or COPD. Second, in the search for prognostic
indices, we investigated the relationships between lung function
decline, airway inflammation, and clinical phenotypes in these
populations.

METHODS
Study population

The study population consisted of the previously described'' cohort of
patients with fixed airflow obstruction due to asthma (n = 19) or COPD
(n = 27). For consistency, in the present follow-up study we maintained the
same terminology: fixed airflow obstruction due to asthma or COPD. The pres-
ence of fixed airflow obstruction, both in patients with asthma and those with
COPD, was defined as a postbronchodilator FEV/forced vital capacity ratio
of less than 70% in baseline stable conditions irrespective of the magnitude
of FEV, changes after administration of short-acting bronchodilator.'""'? In
the original cross-sectional study (recruitment)'' the presence of fixed airflow
obstruction was not only evaluated after bronchodilator testing (200 g of al-
buterol), but it also persisted after a short course of systemic corticosteroids
(15-day course with oral prednisone, 50 mg/d).""

The inclusion criteria of patients with fixed airflow obstruction were
previously described.'' Briefly, asthmatic patients had a history of previous
recurrent episodes of wheezing, dyspnea, chest tightness, and/or cough; had
previously documented variable airflow obstruction as a bronchodilator
response; and were either lifelong nonsmokers or ex-smokers with a history
of less than 5 cumulative pack-years. Patients with COPD had a history of
chronic respiratory symptoms (dyspnea, productive cough, or both), a history
of smoking with greater than 20 cumulative pack-years, and a documented
absence of reversible airflow obstruction in the past.'’

A third group (n = 15), which was not evaluated in the original cross-
sectional study,'' consisting of asthmatic patients with similar prebronchodi-
lator FEV; but with fully reversible airflow obstruction' (defined as a
postbronchodilator FEV,/forced vital capacity ratio > 70%) and matched
for age and prebronchodilator FEV; with the other 2 groups, was included
in the present study for comparison of lung function decrease.
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After the cross-sectional evaluation (recruitment visit! 1), patients were
asked to enter the longitudinal study, and informed consent was obtained.
Those who accepted underwent the baseline visit of the longitudinal study af-
ter 2 to 3 months. In parallel, the third group (asthma with reversible airflow
obstruction) was recruited and enrolled in the study.

From October 1998 to November 2005, patients belonging to these cohorts
were regularly followed for 5 years and visited every 12 months. Patients were
seen in stable condition and free from exacerbations for at least 3 months. They
underwent physical examinations and lung function tests, exhaled breath nitric
oxide (eNO) measurements, and induced sputum, as previously described.'*'*
For diagnostic purposes, bronchial responsiveness and atopic status were
evaluated at recruitment, according to standardized procedures.'>'¢

Adverse events and exacerbations requiring medical intervention were
recorded, comorbid conditions other than asthma and COPD were also
assessed at each visit, and the Charlson Index was computed at baseline.'”
Medical records were used to capture asthma exacerbations requiring emer-
gency treatment or hospitalization or the need for oral steroids'®° and
COPD exacerbations requiring treatment with antibiotic agents, systemic cor-
ticosteroids, hospitalization, or a combination of these.2!"?

The study conformed to the Declaration of Helsinki, the work was approved
by the institutional ethics committee, and informed written consent was
obtained from each subject.

Lung function

Pulmonary function tests (Biomedin Spirometer, Padova, Italy), including
spirometry, total lung capacity (assessed by means of the helium dilution
technique), measurement of residual volume, and pulmonary diffusion
capacity (Kco), were performed as previously described,'""'* according to
published guidelines.>**

Comorbidities

The Charlson index of comorbidity, which assigns to each disease a score that
is proportional to the disease-related risk of death,'” was evaluated for each
patient at baseline, and it was correlated with lung function decline. In accordance
with recent literature,”®*?’ the computed Charlson Index was not adjusted for
age'” because the 3 groups of patients were age matched, and we did not include
chronic respiratory disorders in the patients’ scores because by definition all pa-
tients recruited in the study had one respiratory disorder (either asthma or COPD).
At each visit, comorbidities other than asthma and COPD were recorded. A score
from O (none) to 5 (cardiovascular disease, cancer, metabolic diseases, skeletal
disorders, and others) was attributed to each patient at the end of the study.

Sputum

Induced sputum was collected and analyzed, as previously described.''
Sputum plugs arising from the lower respiratory tract were selected for sputum
cell counts.'

Chest high-resolution computed tomography

High-resolution computed tomographic scans of the chest were done, and
the emphysema score was determined at the beginning of the study, as
previously reported.'’?® Emphysema scores from the 31 patients of the cross-
sectional study (21 with a history of COPD and 10 with a history of asthma)
who completed the 5-year follow-up were available for analyses.

Statistical analysis

Lung function decline within groups was assessed by means of 1-way
ANOVA. Differences at each time point from baseline were evaluated by using
the ¢ test. Comparison of lung function decreases between groups were per-
formed by using 2-way ANOVA. At each time point, differences between
groups were calculated by using the unpaired ¢ test. Changes at the end of
the study versus baseline were evaluated by using paired ¢ tests or Wilcoxon
signed-rank tests or the x> test, as appropriate. Comparisons among groups
were evaluated by using ANOVA and the Student ¢ test or Kruskal-Wallis
and Mann-Whitney test or the x test, as appropriate.

The Bonferroni correction was used for multiple comparisons. Linear
regression analysis was used when appropriate, and the Pearson test was used
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TABLE I. Demographics and clinical characteristics
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Characteristic

Patients with fixed airflow
obstruction, asthma

Patients with fixed airflow
obstruction, COPD

Asthma with reversible airflow
obstruction

No. of patients

Age (y)

Sex (M/F)

Smoking history (pack-years)

Positive skin prick test
response, no. (%)

645 £ 2.1

13 NS, 3 exS (0.9 = 0.4)
15 (93)i

Baseline End of study
FEV; (L) 1.63 + 0.08 147 + 0.118
FEV, (% predicted) 547 £ 24 51.0 = 3.1§
FEV, after bronchodilator (L) 1.88 = 0.10 1.63 = 0.09§
FEV, after bronchodilator 63.4 + 2.8 56.6 = 3.0§
(% predicted)
FEV/FVC ratio after 532 = 1.7 53.0 = 1.3
bronchodilator (%)
AFEV after bronchodilator (mL) 246 *+ 32 228.6 = 29
AFEV, after bronchodilator 84+ 1.6 8.1 + 1.1
(% predicted)
RV (% predicted) 105.8 £ 5.2 1114 £ 6.7
Kco (% predicted) 824 + 35 73.8 + 3.98§
eNO (ppb) 37.1 * 6.7% 339 + 7.4%
Inhaled steroids, no. (%) 16 (100) 16 (100)
Systemic steroids, no. (%) 0 (0) 1(6)
Inhaled long-acting 3,-agonist, 15 (94) 16 (100)
no. (%)
Inhaled short-acting 0 (0) 0 (0)
antimuscarinic, no. (%)
Inhaled long-acting 0 (0) 0 (0)

66.2 £ 1.1

19 exS, 2 S (41.8 = 3.8)*

639 £ 2.7

13 NS, 2 exS (0.7 = 0.2)
12 (80}

Baseline End of study Baseline End of study
1.60 = 0.10 1.37 = 0.108§ 1.71 = 0.14 1.65 = 0.13
56.6 = 2.2 51.9 = 29§ 589 * 2.6 585 25
1.73 = 0.10 1.47 = 0.12§ 2.18 = 0.09|| 2.09 = 0.129
61.1 £2.1 552 = 2.8§ 75.1 £ 2.19 74.2 = 2.69
514 £ 2.1 504 £23 72.1 = 1.99 72.1 = 2.09
124 = 15 115 = 19 461 = 45| 432 + 38|
44+ 10 44 12 15.8 = 1.89 149 = 1.49
132.8 + 6.3* 1449 = 7.1%§ 102.5 = 5.1 100.3 = 4.9
61.1 = 4.8} 435 * 6.18,1 85.7 =49 889 =52
109 = 1.1 9.1 =*13 28 * 9.1% 21 * 7.9%
17 (80) 19 (90) 12 (80) 15 (100)
0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 ()
21 (100) 21 (100) 13 (87) 14 (93)
7 (33)* 1.5)§ 00 0 (0)
0 (0 6 (28)*,§ 00 0 (0)

antimuscarinic, no. (%)

exS, Ex-smoker; F, female; FVC, forced vital capacity; K¢, carbon monoxide transfer coefficient; M, male; NS, nonsmoker; RV, residual volume; S, smoker.
“P < .05 versus patients with fixed airflow obstruction due to asthma and versus patients with asthma with reversible airflow obstruction.
TP < .01 versus patients with fixed airflow obstruction due to asthma and versus patients with asthma with reversible airflow obstruction.

1P < .05 versus patients with fixed airflow obstruction due to COPD.
§P < .05 versus baseline.

Ip < .05 and 4P < .01 versus patients with fixed airflow obstruction due to COPD or asthma.

to investigate correlations. Receiver operating characteristic (ROC) curve
analysis was performed for inflammatory biomarkers to define their capability
to predict (predictive value) lung function decrease and other clinically
relevant outcomes. The area under the ROC curves was determined, and a
value of greater than 0.80 was considered a good discrimination.”® ROC curve
analysis allowed (sensitivity vs 1 minus specificity) selection of the best
discriminating cutoff point of each variable.

P values of less than .05 were considered significant. In the case of multiple
comparisons, the reported P values refer to analyses adjusted by using the
Bonferroni correction. All analyses were performed with GraphPad Prism
5.0 for Windows (GraphPad Software, Inc, La Jolla, Calif).

RESULTS

Of the 46 patients with fixed airflow obstruction constituting
the population of the original cross-sectional study,'' 80% com-
pleted the 5-year follow-up (21 with a history of COPD and
16 with a history of asthma). Nine patients did not complete the
study for the following reasons: 4 died (3 patients with a history
of COPD and 1 with a history of asthma, P > .5), and 5 patients
(3 patients with a history of COPD and 2 with a history of asthma,
P > .5) refused consent.

Demographic and baseline characteristics of the patients
participating in the longitudinal study are summarized in
Table 1. No difference was found in demographic, functional,

and inflammatory parameters between patients who completed
the 5-year follow-up and those of the original cross-sectional
cohort."" The 3 groups of patients were matched for age, sex,
and prebronchodilator airflow obstruction. Asthmatic patients
with fixed airflow obstruction and patients with COPD had similar
postbronchodilator FEV . Also, the 3 groups had similar exposure
to inhaled corticosteroids and long-acting [3,-agonists.

A proportion of patients with COPD (n = 6; 28%) started a
regular treatment with the antimuscarinic tiotropium during the
follow-up period. These patients were previously treated with
short-acting antimuscarinic agents (Table I). We did not find any
specific differences between these 6 patients and the remaining
15 patients of the COPD group in any of the outcomes explored.

Lung function changes over 5 years of follow-up
Postbronchodilator FEV,. Overall, the population with
fixed airflow obstruction had a progressive postbronchodilator
FEV, decline over time (P <.001, ANOVA). Mean postbroncho-
dilator FEV, decline was —50.1 = 6.8 mL/y, corresponding to a
decline rate of —1.28% = 0.18% of predicted value per year.
Postbronchodilator FEV declined progressively in patients with
fixed airflow obstruction caused by asthma (P < .001, ANOVA;
Fig 1, A, and Table I). Mean decrease was —49.7 = 10.6 mL/y
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FIG 1. FEV, decline rates over 5 years in patients with fixed airflow obstruction due to asthma or COPD. A,
Changes in postbronchodilator FEV; over the 5-year follow-up. *P < .05 versus patients with fixed airflow
obstruction due to asthma or COPD at the same time point. **P < .01 versus patients with fixed airflow ob-
struction due to asthma or COPD at the same time point. 1P < .05 versus baseline. {P < .05 versus baseline.
Error bars indicate SEMs. B, Mean postbronchodilator FEV; decline per year. *P < .01 versus asthmatic
patients with fully reversible airflow obstruction. Error bars indicate SEMs.

(Fig 1, B), corresponding to a decrease rate of —1.37% * 0.28% of
predicted value per year.

In patients with fixed airflow obstruction due to COPD,
postbronchodilator FEV, declined progressively over time
(P<.001,ANOVA;Fig 1, A, and Table I). Mean postbronchodilator
FEV, decline was —51.4 = 9.8 mL/y (Fig 1, B), corresponding to a
decline rate of —1.19% = 0.24% of predicted value per year.

In asthmatic patients with fully reversible airflow obstruction,
postbronchodilator FEV, values did not change significantly
throughout the study (Fig 1, A). None of the patients with fully re-
versible airflow obstruction developed fixed airflow obstruction
during the 5-year follow-up.

The rate of postbronchodilator FEV, decline was similar in
patients with fixed airflow obstruction due to asthma or
COPD (P = .71), and it was steeper compared with that seen in
asthmatic patients with fully reversible airflow obstruction
(—18.1 = 10.1 mL/y, P < .01; Fig 1, B).

Other lung function measurements. At the end of the 5-
year follow-up, residual volume was not significantly changed
from baseline in patients with fixed airflow obstruction caused by
asthma, whereas it was significantly increased in those with a
history of COPD (Table I). As compared with baseline, the Ko
value was significantly reduced after 5 years in patients with fixed
airflow obstruction due to either asthma or COPD (Table I). The re-
duction of K¢ percent predicted was significantly lower in asth-
matic patients with fixed airflow obstruction (—8.6% * 2.1% of
predicted value) compared with patients with COPD (—17.63%
* 3.5% of predicted value, P < .01). During the 5-year study, the
control group of asthmatic patients with fully reversible airflow ob-
struction showed no change in residual volume and K¢g (Table I).

Relationships between the rates of FEV, decline,
lung function measurements, and emphysema
scores in patients with fixed airflow obstruction
Among patients with fixed airflow obstruction due to asthma,
but not among those with fixed airflow obstruction due to COPD,
reversibility to bronchodilator at baseline negatively correlated
with FEV, decline over 5 years (P < .05, r = —0.54). In patients
with fixed airflow obstruction due to COPD, but not in patients
with fixed airflow obstruction due to asthma, there was an inverse
correlation between baseline Ko values (percent predicted) and
FEV, decline rate (P < .01, » = —0.51), whereas the initial

emphysema score correlated positively with the rate of FEV, de-
cline over 5 years (P < .05, r = 0.47).

The exclusion from the analyses of the 4 asthmatic patients of
this group with higher reversibility (ie, response to short-acting
B>-agonist bronchodilators >200 mL and >12% of predicted
value) did not affect any of the results described in this study.

Airway inflammation: 5-year follow-up

Sputum total cell counts did not significantly change during the
5-year follow-up in patients with fixed airflow obstruction due to
asthma or COPD (Table II). Sputum eosinophil counts were sig-
nificantly higher in patients with fixed airflow obstruction due to
asthma than in patients with fixed airflow obstruction due to
COPD both at baseline and at the end of the study (Table II). Con-
versely, sputum neutrophil counts were higher in patients with
fixed airflow obstruction due to COPD both at baseline and at
the end of the 5-year follow-up (Table II).

In patients with fixed airflow obstruction due to asthma, the
percentage of sputum eosinophils decreased over time (P < .01,
ANOVA), and the reduction was significant from 3 years onward.

Relationships between the rates of FEV, decline
and baseline airway inflammation in patients with
fixed airflow obstruction

Patients with fixed airflow obstruction due to asthma, but not
those with fixed airflow obstruction due to COPD, showed a
positive correlation between the rates of decrease in FEV, and
both the percentage of baseline sputum eosinophils (P < .05,
r = 0.53; Fig 2, A) and baseline eNO levels (P < .05, r = 0.55).
Conversely, the percentage of sputum neutrophils at baseline pos-
itively correlated with the rates of FEV, decline in patients with
fixed airflow obstruction due to COPD (P < .05, r = 0.49;
Fig 2, B) but not due to asthma.

The percentage of sputum eosinophils in patients with fixed
airflow obstruction due to asthma and the percentage of sputum
neutrophils in patients with COPD were good predictors of
accelerated lung function decrease (values of the area under the
ROC curves, 0.81 and 0.83, respectively). In asthmatic patients
with fixed airflow obstruction, a percentage of sputum eosinophils
greater than 6.1% (best cutoff point with a sensitivity of 0.88 and a
specificity of 0.71) significantly predicts a decrease in lung
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TABLE Il. Sputum differential cell counts in patients with fixed airflow obstruction

Patients with

fixed airflow obstruction, asthma

Patients with
fixed airflow obstruction, COPD

Baseline End of study Baseline End of study
No. of cells (10° cells/mL) 8 (4-9) 8 (5-12) 8 (5.6-13) 7.4 (4.5-10.6)
Macrophages (%) 24 (9.5-32.7) 23.8 (10.1-31.4) 21 (16.5-26.7) 22.5 (15-36)
Neutrophils (%) 70.0 (52.2-79) 68 (65-79.4) 79 (70.5-82)* 76 (64-82.2)F
Eosinophils (%) 9.5 (2.5-15)% 5.3 2-6.7)8.|| 0.5 (0-1.9) 0 (0-2)
Lymphocytes (%) 0.5 (0-1) 0 (0-1) 0.5 (0-0.5) 0 (0-0)

Data are expressed as medians (interquartile ranges).
“P < .05 versus patients with fixed airflow obstruction due to asthma at baseline.

TP < .05 versus patients with fixed airflow obstruction due to asthma at the end of the study.

{P < .01 versus patients with fixed airflow obstruction due to COPD at baseline.

§P < .01 versus patients with fixed airflow obstruction due to COPD at the end of the study.

Ip < .05 versus baseline.
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FIG 2. Correlations between rates of FEV,; decline and markers of airway inflammation. Correlations be-
tween rates of FEV; decline (percent predicted) over 5 years and the percentage of sputum eosinophils at
baseline in patients with fixed airflow obstruction due to asthma (P < .05, r = 0.53; A) and the percentage
of sputum neutrophils at baseline in patients with fixed airflow obstruction due to COPD (P < .05,

r = 0.49; B) are shown.

function greater than the median value of the group (—1.54%
predicted per year), whereas in patients with COPD, a percentage
of sputum neutrophils greater than 77.3% (best cutoff point with a
sensitivity of 0.80 and a specificity of 0.81) significantly predicts a
decrease in lung function greater than the median value of the
group (—1.00% predicted per year).

Exacerbations: 5-year follow-up

During the 5-year study, a total of 361 exacerbations requiring
medical intervention were recorded, of which 15 (4.15%)
required hospitalization. The mean number of exacerbations per
patient-year was no different between patients with fixed airflow
obstruction due to asthma (1.41 £ 0.26) or COPD (1.98 = 0.3),
and it was significantly higher compared with that seen in the
asthmatic patients with reversible airflow obstruction (0.53 =
0.11, P < .01). The percentage of exacerbations requiring hospi-
talization tended to be higher in patients with fixed airflow ob-
struction due to COPD compared with that seen in patients with
fixed airflow obstruction due to asthma (6.2% vs 1.7% of total ex-
acerbations, respectively; P = .07). None of the exacerbations oc-
curring in asthmatic patients with reversible airflow obstruction
required hospitalization.

A positive correlation was found between the percentage of
sputum eosinophils at baseline and the frequency of exacerbation
(P <.01,r = 0.79) in patients with fixed airflow obstruction due to
asthma (Fig 3, A). By contrast, in patients with fixed airflow

obstruction due to COPD, the frequency of exacerbations was
positively correlated with baseline sputum neutrophil counts (P
< .05, r = 0.48; Fig 3, B). In patients with COPD, the frequency
of exacerbations was also positively correlated with the FEV de-
cline rate (P < .05, r = .53) and with patients’ self-reported co-
morbidities at baseline, as assessed by means of the Charlson
Index (P < .05, r = 0.47).

The percentage of sputum eosinophils in patients with fixed
airflow obstruction due to asthma and the percentage of sputum
neutrophils in patients with COPD were good predictors of
increased frequency of exacerbations (values of the area under the
ROC curves, 0.86 and 0.84, respectively). In asthmatic patients
with fixed airflow obstruction, a percentage of sputum eosinophils
greater than 9.5% (best cutoff point with a sensitivity of 0.87 and a
specificity of 0.87) significantly predicts increased frequency of
exacerbations greater than the median value of the group
(1.1 exacerbation per year), whereas in patients with COPD, a
percentage of sputum neutrophils greater than 79.5% (best cutoff
point with a sensitivity of 0.72 and a specificity of 0.80) predicts a
frequency of exacerbation greater than the median value of the
group (1.6 exacerbations per year).

Comorbidities: 5-year follow-up

At baseline, the Charlson index was significantly higher in
patients with COPD (2.23 * 0.4, P < .01) than in the 2 groups of
asthmatic patients (0.81 = 0.20 and 0.73 £ 0.22 in asthmatic
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FIG 3. Correlations between exacerbation frequency and markers of airway inflammation. Correlations
between the mean number of exacerbations per patient per year and the percentage of sputum eosinophils
at baseline in patients with fixed airflow obstruction due to asthma (P<.01, r = 0.79; A) and the percentage
of sputum neutrophils at baseline in patients with fixed airflow obstruction due to COPD (P<.05, r = 0.48; B)

are shown.

subjects with and without fixed airflow obstruction, respectively).
At the end of the study, the number of coexistent illnesses was
higher in patients with COPD (1.95 = 0.26, P < .01) than in the
2 groups of asthmatic patients (0.85 = 0.16 and 0.70 = 0.16 in
asthmatic subjects with and without fixed airflow obstruction, re-
spectively). In the COPD group only, a positive correlation was
found between the baseline Charlson Index and the decline in
FEV; (P < .001, r = 0.68). Moreover, among patients with
COPD, a positive correlation was found between the percentage
of neutrophils in sputum at baseline and the number of comorbid-
ities at the end of the study (P < .05, r = 0.54).

DISCUSSION

This is a 5-year follow-up study conducted in a cohort of
patients previously described cross-sectionally as having fixed
airflow obstruction with either a history of asthma or COPD. We
found that patients with fixed airflow obstruction due to either
COPD or asthma had a greater postbronchodilator FEV| decline
compared with that seen in asthmatic patients with reversible air-
flow obstruction. The rate of lung function decline was similar in
patients with fixed airflow obstruction due to asthma or COPD.
Similarly, the frequency of exacerbations was higher in patients
with fixed airflow obstruction due to asthma or COPD than in
asthmatic subjects with reversible airflow obstruction.

Previous studies have shown that asthmatic patients have
a faster decline in lung function compared with healthy sub-
jects,lo’30 and the excess decline that characterizes COPD has
been extensively described.>'** However, no study has previously
compared lung function decline in fully characterized patients
with a clinical history of either asthma or COPD who share a sim-
ilar degree of fixed airflow obstruction. This study indicates that
the presence of a fixed airflow obstruction might be a key prognos-
tic determinant. Indeed, age-matched patients with reversible air-
way obstruction have a slower rate of lung function decline, which
is close to previously reported values,'® whereas persistent airflow
obstruction accelerated lung function decline irrespective of the
underlying disease. Whether a similar accelerated lung function
decline characterizes fixed airflow obstruction also in younger
asthmatic patients needs to be evaluated in specific studies.

Interestingly, in a classical epidemiologic study, Burrows
et al** reported that among patients with airflow obstruction,

those self-referred as “chronic asthmatic bronchitics” had a lower
FEV, decline compared with that seen in smokers with a similar
airflow obstruction and no history of asthma. There are obvious
differences between the Burrows et al study and the present study
(eg, self-reported diagnosis vs careful clinical characterization;
the enrollment diagnostic criteria of “chronic asthmatic bronchi-
tis” vs asthma with fixed airflow obstruction persisting after bron-
chodilators and a short course of systemic corticosteroids) that
might explain the discrepancies.

Extensive characterization of our population at baseline''
allowed us to recognize that the development of fixed airflow lim-
itation in asthmatic patients modifies the rate of lung function de-
cline, which becomes similar to that of COPD. However, in
patients with fixed airflow obstruction due to asthma, but not in
patients with fixed airflow obstruction due to COPD, there is a di-
rect relationship between the rate of decline and some of the
markers of the airway inflammation typical of asthma, such as
sputum eosinophil counts and eNO levels. By contrast, only in pa-
tients with COPD are some features of the disease (eg, increased
sputum neutrophil counts and emphysema scores and impaired
diffusion capacity) related to the lung function decline rate.
Thus when fixed airflow obstruction is present, the accelerated
lung function decline is associated with specific characteristics
of the underlying disease. Notably, none of these relationships
could be identified when we considered the population of patients
with fixed airflow obstruction as a whole. This observation is par-
ticularly relevant in the design and interpretation of epidemio-
logic studies because important clinical outcomes could be
missed when relying on spirometric patterns only for patient se-
lection in the absence of an accurate clinical history.

In previous studies it has been reported that bronchodilator
reversibility is a potential predictor of accelerated FEV,
decline in patients with asthma.®** Here we found an inverse re-
lationship: the higher the reversibility to bronchodilator, the
lower the rate of decline. Our report evaluated only asthmatic
patients with fixed airflow obstruction, which might be respon-
sible for the difference with previous studies, further emphasiz-
ing the concept that it is the presence of irreversible airflow
obstruction that influences the rate of decline in this population.

In our study residual volume significantly increased only in
patients with COPD. In addition, the decrease of K- over 5 years
was significantly higher in patients with COPD than that observed
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in asthmatic patients with fixed airflow obstruction. These data,
together with the observations that emphysema score and Kco im-
pairment positively correlated with lung function decline only in
patients with COPD, suggest that parenchymal destruction is not
just an aspect of COPD pathogenesis but also contributes to
COPD progression, whereas it has only marginal relevance in
the pathogenesis and progression of asthma, even in the presence
of fixed airflow obstruction.

There is evidence in patients with COPD that airway neutro-
philia progressively increases with worsening of pulmonary
function.**?’ Intriguingly, in our study the percentage of sputum
neutrophils in patients with COPD was also related to the number
of exacerbations, and in line with recent studies,>® we found that
the higher the exacerbation rate, the faster the decline in FEV.
Taken together, these observations suggest that there is a close in-
terplay between exacerbations, neutrophil counts, and lung func-
tion decline in patients with COPD: patients experiencing
frequent exacerbations have repeated bursts of airway neutro-
philia and are more prone to a rapid decline in lung function.
Conversely, in patients with fixed airflow obstruction due to
asthma, we found a positive correlation between sputum eosino-
phil counts at baseline and the frequency of exacerbation. We
also found that sputum inflammatory cell counts (eosinophils
in patients with asthma and neutrophils in patients with COPD)
could have predictive value on exacerbation rate and lung func-
tion decline. However, given the limited number of patients in-
cluded in our cohort, these data need to be confirmed in a
larger population. The persistence of eosinophilic inflammation
despite regular inhaled corticosteroid treatment suggests that
asthmatic patients with fixed airflow obstruction are refractory
to inhaled corticosteroid treatment. Such a poor response leads
to persistent inflammation, which in turn might contribute to
the acceleration in lung function decline in asthmatic subjects
with fixed airflow obstruction.” It is also possible that fixed air-
flow obstruction develops in steroid-refractory patients through
uncontrolled airway inflammation leading to structural changes
and persistent airflow limitation. Moreover, in line with our
observation, a recent study showed that eNO levels could predict
lung function decline in patients with clinical difficult-to-treat
asthma.® Contrary to recent studies in patients with mild-to-
moderate asthma,‘“)’41 we found no relationships between exacer-
bation frequency and lung function decline in our asthmatic
patients. This might be due to differences in the populations
but also to the limited number of patients considered in our
explorative study. Our study has only begun to fulfill a relevant
medical need in respiratory medicine: the lack of information
on a relevant proportion of the asthmatic population that has
been neglected from clinical investigations. This is the first report
of a cohort of well-characterized patients with fixed airflow ob-
structions due to asthma or COPD in which a 5-year follow-up
has been performed. The careful characterization of the original
cohort of patients,1 ! which we followed over 5 years, is one of the
major strengths of the study, which allowed us to unmask the
importance of fixed airflow obstruction in a prognostic perspec-
tive that goes beyond the horizon of COPD.

Compared with age-matched healthy subjects, patients with
COPD are more frequently affected by comorbidities*** that
contribute to morbidity severity and mor’tality.”’44 We found that
patients with COPD have a higher prevalence of comorbid condi-
tions than age-matched asthmatic subjects, even when they share a
similar fixed airflow obstruction. The higher prevalence of chronic
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comorbid conditions in patients with COPD could be related to the
smoking habits of these subjects.45

In conclusion, this study shows that patients with fixed airflow
obstruction caused by either asthma or COPD have an accelerated
lung function decline and an increased frequency of exacerba-
tions compared with those seen in asthmatic patients fully
reversible to bronchodilator. However, in subjects with fixed
airflow obstruction, both lung function impairment and exacer-
bation frequency are associated with pathogenetic substrates,
which are specific for the underlying disease (asthma vs COPD).
Therapeutic strategies should be addressed to different cellular
targets, pathogenetic aspects, or both in the 2 diseases.

Clinical implications: Fixed airflow obstruction leads to
increased lung function decline and frequency of severe exacer-

bations in both patients with asthma and those with COPD. Dis-
tinctive clinical and inflammatory markers predict the degree of
lung function decline.
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Viral infections in exacerbations of asthma and
chronic obstructive pulmonary disease

M. CONTOLI, B. MARKU, V. CONTI, S. SATURNI, G. CARAMORI, A. PAPI

Respiratory viral infections are recognized as
the most frequent cause of asthma and chronic
obstructive pulmonary disease (COPD) exa-
cerbations with rhinovirus (i.e. the virus of the
common cold) being the most frequent iden-
tified virus. The recent development of human
experimental models of rhinovirus-induced
asthma and COPD exacerbations represent
innovative tools with the potential to increase
our understanding in this field. Moreover this
models will provide the opportunity to test, in
a carefully controlled setting, novel pharma-
cological compounds. In this review we will
provide an overview of the role of viral infec-
tions in asthma and COPD exacerbations and in
particular we will summarize the inflamma-
tory and immunological mechanisms that can
pave the way to exacerbation following respi-
ratory viral infection in these patients.

Key words: Virus diseases - Asthma - Pulmonary
disease, chronic obstructive pulmonary disease.

sthma and chronic obstructive pul-

monary disease (COPD) are chronic
inflammatory airway diseases with high
prevalence worldwide. The natural history
of the two diseases is punctuated by recurrent
episodes of worsening of symptoms and lung
function named exacerbations, that contribute
to impaired quality of life, increased mor-
bidity and mortality of both asthma and
COPD patients. Thus, the prevention of these
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episodes is one of the major task of the man-
agement and the treatment of asthma and
COPD.1, 2

Nowadays, respiratory viral infections are
recognized as the most frequent cause of
asthma and COPD exacerbations with rhi-
novirus (i.e. the virus of the common cold)
being the most frequent identified virus.
Therefore, since asthma and COPD exacer-
bations still occur despite optimised thera-
py, the understanding of the inflammatory
and immunological mechanisms that lead
asthmatic and COPD patients to exacerbate
following a respiratory viral infection is essen-
tial to highlight novel potential pharmaco-
logical targets with the potential for treating
and preventing asthma and COPD exacer-
bations. The recent development of human
experimental models of rhinovirus-induced
asthma and COPD exacerbations represent
innovative tools with the potential to increase
our understanding in this field. Moreover this
models will provide the opportunity to test,
in a carefully controlled setting, novel phar-
macological compounds.3. 4

In this review we will provide an overview
of the role of viral infections in asthma and
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COPD exacerbations and in particular we
will summarize the inflammatory and
immunological mechanisms that can pave
the way to exacerbation following respira-
tory viral infection in these patients.

Virus infection in asthma
exacerbations

Acute exacerbations are the major cause of
morbidity in asthma and despite optimized
currently available therapy for asthma, exac-
erbations still occur.

For many years general opinion has been
that upper respiratory viruses were the cause
of the common cold, but were able to pro-
duce serious complications only in infants,
elderly and immunocompromised subjects.
The use of molecular biology techniques to
identify viruses in biological samples, pro-
vided sensitive and reliable tools to evaluate
the role of viruses in respiratory diseases.
From 1995, by RT-PCR, we know that up
to 80% of episodes of wheezing in school-
aged children were associated to respirato-
ry virus infections.5 Several studies have
confirmed the association between respira-
tory virus infections and asthma exacerba-
tions in children, also in severe episodes
that require hospitalisation. In adults, the
association between asthma exacerbations
and respiratory virus infection has been doc-
umented in 60-75% of these episodes.
Notably, most of the respiratory viruses have
been detected in biological samples only
during exacerbations and not in stable con-
ditions, further suggesting their role in trig-
gering the acute episodes. Among respira-
tory viruses, rhinovirus (RV) is the most fre-
quently identified in all clinical settings.6 In
fact recent data documents that asthmatic
patients are more susceptible to respiratory
viral infections. Indeed, although asthmatic
subjects do not appear to have increased
risk of upper respiratory tract viral infec-
tions, they suffer for more severe lower res-
piratory tract symptoms once infected.”
Moreover, it has been documented that viral
infections synergistically interact with aller-
gens in increasing the risk for hospital
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admission due to asthma exacerbations in
atopic asthmatics.8 9

Mechanisms of virus induced asthma
exacerbations

The precise mechanisms by which respi-
ratory viruses, and particularly rhinoviruses,
may induce an asthmatic exacerbation are
still unknown. Experimental models both in
vitro and in vivo have shown that respirato-
ry virus infections of asthmatic subjects may
reproduce many of the pathological and clin-
ical features of asthma exacerbations includ-
ing release of proinflammatory mediators,
increased bronchial hyperresponsiveness and
worsening of asthma symptoms.6

Experimental rhinovirus infection of asth-
matics leads to an increase in lower respira-
tory tract symptoms typical of a mild asthma
exacerbation.

By detailed monitoring, it has been possi-
ble to detect, during the acute phase of exper-
imental rhinovirus infection, reductions in
both peak expiratory flow (PEF) 10 and FEV,
11 in atopic asthmatic patients.

Recently, it has been documented that
experimental rhinovirus infection in asth-
matic patients results in greater chest symp-
toms and changes in lung function than in
normal subjects. Moreover, viral load in bron-
choalveolar lavage (BAL) directly correlates
with the severity of symptoms and distur-
bance of lung function supporting the
causative role of rhinovirus in the induction
of asthma exacerbation.!2

Since the early nineteen’s it is known that
experimental rhinovirus infection increases
bronchial responsiveness to many stimuli and
the severity of both early and late asthmatic
responses post-allergen challenge.!3 Increased
bronchial responsivenes (AHR) usually begins
early after rhinovirus infection both in asth-
matic and in non-asthmatic atopic subjects.
There is persistence of post-viral AHR for
around 7 weeks in asthmatic children, com-
parable to that is observed in experimental
animal models.!* 15, Although the duration
of AHR after a single cold is not affected by
the atopic status of the patient, symptomatic
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colds may cumulatively lead to prolonged
AHR in atopic children.!> Prolongation of
virus-induced AHR may reflect persistent air-
way inflammation after multiple viral insults.

Among the possible causes of viral induced
enhancement of AHR, the release of proin-
flammatory mediators, the epithelial damage
and an imbalance between bronchodilat-
ing/bronchoconstricting NANC mediators,
have been studied. Both animal and in vitro
studies suggest that viral infections could
stimulate sensory nerves, reflex parasympa-
thetic bronchoconstriction and/or interfering
with the function of nonadrenergic, non-
cholinergic (NANC) nerves, which produce
bronchodilator mediators such as nitric oxide
(NO), vasoactive intestinal peptide (VIP) and
bronchoconstrictor mediators such as
tachykinins (substance P and neurokinins).!3
Virus-mediated damage to the epithelial lay-
er can expose the dense subepithelial net-
work of unmyelinated afferent sensory fibres,
which may increase stimulation of sensory
nerves by inhaled particles or pro-inflamma-
tory mediators. Sensory nerves can directly
release neuropeptides, such a tachykinins,
that induce contraction of smooth muscle
cells, or can trigger reflex bronchoconstriction
by activating parasympathetic bronchocon-
strictor nerves. This reflex causes release of
acetylcholine (ACh) and contraction of airway
smooth muscle cells via stimulation of mus-
carinic M3 receptors. Normally, ACh inhibits
its release trough the activation of muscarinic
M2 receptors localised on the pre-synaptic
terminals of the postganglionic parasympa-
thetic (cholinergic) nerves, acting as a phys-
iologic auto-inhibitory feedback to prevents
an excessive degree of bronchoconstriction.

In animal models, respiratory viruses,
directly and through the release of inflam-
matory mediators, such as the major basic
protein (MBP) released from the eosinophils,
can decrease the expression and/or the func-
tion of M2 ACh receptors and block this auto-
inhibitory feedback, thus enhancing ACh
release from cholinergic nerves and potenti-
ating reflex parasympathetic bronchocon-
striction. 13

Respiratory viruses enter into and replicate
within epithelial cells lining the upper and
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lower airways and the extent of epithelial cell
damage observed in the airways varies accord-
ing to virus type. The minimal epithelial dam-
age seen in RV infection has led to the concept
that clinical manifestations are linked to
immune-mediated mechanisms, with pro-
inflammatory mediators and inflammatory
cells producing pathology, rather than to a
direct cytotoxic effect of the virus. The respi-
ratory epithelium has important regulatory
roles and contributes to the immune response
following virus infection through the pro-
duction of inflammatory mediators, cytokines
and chemokines. Interleukin (IL)-8 16 and IL-
6 17 have been detected in increased amounts
in nasal samples during virus infections in
asthmatics. IL-11 is present in nasal aspirates
from children with upper respiratory infec-
tion and levels correlate with clinically
detectable wheezing 8. Inflammatory media-
tors have been reported in the lower respira-
tory tract in virus-induced exacerbations.
Increases in IL-6, IL-8 and eosinophil cation-
ic protein (ECP) have been documented in
sputum in asthmatics after experimental rhi-
novirus infection.!?

The adhesion molecule ICAM-1 may play
a particular role as a pathogenetic link
between virus infections and asthma exac-
erbations because it represents the receptor
utilised by 85-90% of RV serotypes for bind-
ing to human cells.2° Both in vivo and in vit-
ro, RV infection of airway epithelial cells
upregulates expression of [CAM-1.21, 22
Through this mechanism RVs are able to
increase the expression of their own recep-
tor on the epithelial surface, enhance viral
attachment and entry into the host cell.

ICAM-1 is also involved in the pathogene-
sis of allergic inflammation. After exposure to
allergen there is an increased expression of
ICAM-1 on the surface of the epithelial cells at
the sites of allergic inflammation where, togeth-
er with other adhesion molecules and
chemokines, it promotes the recruitment and
infiltration of leukocytes. The Th2 cytokines,
such as IL-4 an IL-13, associated with allergic
inflammation enhance ICAM-1 expression on
epithelial cells and therefore allergic inflam-
mation and thus by enhancing ICAM-1 expres-
sion on airway epithelial cells, may facilitate
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rhinovirus infection in atopic subjects.
Conversely, RV infections by increasing the
expression of ICAM-1 may facilitate leukocyte
infiltration in the lower airways contributing to
the development of asthma exacerbations.

There are few studies assessing the cellu-
lar response to viral infections in the lower
airways in asthmatics.

After experimental human RV infection
there is an increased numbers of neutrophils
in BAL,2 but not in sputum.4

During experimental cold induced by RV
infection, in bronchial biopsies there is an
increased number of T-lymphocytes and
eosinophils but without significant differences
between asthmatics and control subjects.2s

Intriguingly, at 6 weeks postinfection the
eosinophilia persists in the asthmatics but
has resolved in the normal controls indicat-
ing a persistent inflammation in asthmatic
that may be the result of an impaired viral
clearance.? Preliminary data so far published
only in abstract form, show an increased
inflammatory cell infiltration in the lower air-
ways of asthmatic patients as compared to
normal controls following in vivo experi-
mental rhinovirus infection.26

Further studies are required to elucidate
the mechanisms that lead asthmatic patients
to exacerbate once they are infected. In par-
ticular it is crucial to evaluate whether asth-
matic patients have a different behaviour in
term of inflammatory and/or immunological
response as compared to normal subjects in
response to respiratory viral infections. The
use of in vivo human models of virus induced
asthma exacerbation represent an invaluable
tool in this field.

The understanding of the inflammatory
and immunological mechanisms involved in
virus induced asthma exacerbations will offer
the opportunity to identify novel potential
pharmacological targets able to treat and/or
prevent viral induced asthma exacerbations.

Susceptibility to virus infections in
asthmatic patients
Recent studies indicate that asthmatic
patients are more susceptible to naturally
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occurring rhinovirus infection than normal
individuals. Indeed lower respiratory tract
symptoms and changes in PEF are both more
severe and of longer duration in the asth-
matics than in the normal subjects following
respiratory tract viral infection.”

However, the reasons for this increased
susceptibility of asthmatics is largely
unknown.

An emerging hypothesis supported by in
vitro and. in vivo experimental models pro-
poses that asthmatic patients have a defect in
the innate and acquired antiviral defences
against respiratory virus infections.

Physiologically to achieve an adequate viral
clearance from the airways, both an efficient
innate and Th1-orientated acquired (adapta-
tive) immune response are required. /n vitro
27 and in vivo 28 data indicate that rhinovirus
infection of asthmatic patients triggers an
impaired Th1 and an inappropriate Th2-orien-
tated immune response that may lead to an
inefficient viral clearance and to an enhan-
cement of the pre-existing Th2 inflammatory
response.

Moreover, a deficiency in the innate
immune arm has also been recently docu-
mented in asthmatic patients following rhi-
novirus infection. This deficiency leads to an
increased rhinovirus replication and viru-
lence in the lower airways of asthmatic
patients. In particular, ex vivo rhinovirus
infection of bronchial epithelial and bron-
choalveolar lavage (BAL) cells from asth-
matics results in an impaired production of
antiviral interferons (IFNs) (IFN-f and IFN-y)
as compared to normal controls.29. 30
Intriguingly, ex vivo IFN-y production was
inversely related to viral load in BAL, airway
inflammation and severity of asthma exacer-
bation in vivo experimentally induced by rhi-
novirus infection.?

On the innate immune side not only antivi-
ral but also antibacterial responses may be
impaired in asthmatic patients. A recent study
documented that asthma is a risk factor for
invasive pneumococcal disease indicating an
increased risk of bacterial infections in asth-
ma,3! while other studies indicate increased
detection of Chlamydophila pneumoniae and
Mycoplasma pneumoniae in the lower air-
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ways of asthmatic patients during stable
phase and/or exacerbations.32 33

The mechanisms of increased suscepti-
bility to bacterial infections in asthma are
unknown. However, it is likely that innate
IFNs production is also important in host
defence against both Gram-negative and
Gram-positive (including Streptococcus
pneumoniae) bacterial infections3+4! though
their potential defensive role is still much
less investigated than viral respiratory infec-
tions.42

Interestingly, it has been documented that
IFN-A production, in response to bacterial
lipopolisaccharide (LPS) stimulation of BAL
cells, is markedly reduced in asthmatics as
compared to normal subjects and is inverse-
ly related to the level of fall in forced expi-
ratory volume in one second (FEV,) after in
vivo rhinovirus infection.2?

Taken together these studies 2931 indicate
that the deficiencies in components of innate
immune responses in asthmatic subjects are
surprisingly broad and involve defective
responses against both viruses and bacterial
components (LPS) in two major interferon
families (IFN-B and IFNy).

The mechanisms behind such a deficien-
cy are still unknown. It is not known
whether impaired immune response is an
intrinsic genetically determinate character-
istic of asthmatic patients, whether it is the
result of an inadequate maturation of innate
responses to reduced exposure to infec-
tions in early life (which is thought to be
involved in the increasing prevalence of
asthma) or whether is the effect of a pre-
existing Th2 inflammatory environment
which is potentially able to inhibit innate
immune responses. To support the latter
hypothesis, a deficient Th1 and an excessive
Th2 cytokine production in BAL of asth-
matic patients experimentally infected with
rhinovirus has been recently described and
related to increased viral load and chest
symptoms in asthmatic subjects:26 the high-
er is the Th2 immune response to rhinovirus
infection, the lower is the Thl immune
response and the more severe is the viru-
lence of the RV infection in asthmatic
patients.
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In vivo models of viral induced asthma
exacerbation

Rhinoviruses can infect the lower airways.3
In vivo experimental infection studies docu-
mented that rhinovirus infection leads to long
lasting airway narrowing,* reduction in lung
function in asthmatic volunteers 1° and to
increased bronchial hyperreactivity not only
in asthmatic subjects but also in allergic non-
asthmatic subjects.*5 Recently, a human mod-
el of experimental rhinovirus infection in
healthy subjects and in asthmatic patients,
exploring clinical, functional and inflamma-
tory response, has been set up.4 This model
clearly documented that the same amount of
virus lead to different clinical responses in
healthy and asthmatic subjects.

Indeed, experimental rhinovirus infection
causes symptoms limited only to the upper
airways (common cold) in healthy subjects
whereas it causes cough, sputum and dysp-
noea (i.e. lower airway symptoms) in asth-
matic patients.

Moreover experimental rhinovirus infec-
tion leads to worsening of lung function
and increased bronchial hyperresponsive-
ness only in asthmatic patients without any
effect on lung function parameters in
healthy subjects.

Such a more severe clinical and function-
al response in asthmatic patients is associat-
ed to an increased viral load in the airways of
asthmatic patients and to a different inflam-
matory response. Indeed in asthmatic patients
an aberrant Th2-orientad inflammatory
response occurs in the airways following
experimental rhinovirus infection, by con-
trast a predominant Thl-oriented (i.e. the
natural antiviral immune response) occurs in
healthy subjects.4

These data experimentally documented
and confirmed the old clinical observation
that asthmatic patients are indeed more sus-
ceptible to respiratory viral infection.” Such an
increased susceptibility can be related to an
inefficient Thl-antiviral immune response
and to a relative increased Th2-orientated
immune response that can further exacer-
bate the pre-existing inflammation of the air-
ways of asthmatic patients.
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Virus infection in COPD exacerbations

The clinical history of COPD is punctuat-
ed by recurrent episodes of increases in dys-
pnoea, cough or sputum production suffi-
cient to warrant a change in management.
These events are named exacerbations and
are a common occurrence in many COPD
patients. The frequency of COPD exacerba-
tions increases with increased severity of the
disease.i¢ In addition to increasing COPD
associated morbidity and mortality, exacer-
bations contribute to loss of lung function
and impaired health status in COPD
patients.*-52 Thus treatment and prevention
of COPD exacerbations are fundamental to
the management of COPD. Nevertheless the
available pharmacological treatment for
COPD is only partially effective in preventing
COPD exacerbations.

Although it often has been assumed that
exacerbations are associated with increased
airway inflammation, there is little information
on the nature of the acute-on-chronic inflam-
mation that characterises these episodes. Most
of the data currently available refer to solu-
ble indirect markers of airway inflammation
rather than inflammatory cell infiltration per
se. Indeed, it is difficult to perform bronchial
biopsies during an exacerbation in patients
with moderate to severe COPD.

Infection of the tracheobronchial tree,
together with air pollution, are the most com-
mon causes of COPD exacerbations. Thus
the understanding of the pathophysiological
and inflammatory mechanisms that lead to
an exacerbation following respiratory tract
infection will give the opportunity to identi-
fy novel pharmacological target able to treat
and prevent COPD exacerbations.

The use of highly sensitive diagnostic meth-
ods such as polymerase chain reaction (PCR)
to evaluate the association between respira-
tory virus infections and COPD exacerba-
tions has demonstrated that these viruses are
responsible for a much higher proportion of
exacerbations than was previously realised.

In a study of the East London COPD cohort,
PCR was used to detect rhinovirus in nasal
and sputum samples from COPD patients dur-
ing an exacerbation and when clinically sta-
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ble; 23% of exacerbation samples were pos-
itive for rhinovirus compared to 0% when clin-
ically stable. These data clearly indicate that,
at variance with bacteria in which a chronic
colonisation can be present also in the stable
state , thinoviral infection is important in induc-
ing exacerbation. In a further study virus was
detected in 39% of exacerbations, the most
common being rhinoviruses that accounted
for 58% of viruses.54

A higher virus detection rate has also been
reported in hospitalised patients. A respiratory
virus was detected in around 50% of patients
with severe COPD exacerbation admitted to
hospitals in Germany and in Italy, with rhi-
novirus again being the most common.55. 5 [n
patients with COPD requiring intubation and
mechanical ventilation virus was identified
in 47% of patients.5” Together, these data indi-
cate that respiratory virus infection is associ-
ated with a substantial proportion of COPD
exacerbations, with rhinovirus the most fre-
quently identify virus.

A recent study has addressed the relative
importance of viral versus bacterial infec-
tions, to the aetiology of severe (hospitalised)
COPD exacerbations. Viral and/or bacterial
infection was detected in 78% of COPD exac-
erbations, with viruses in 48.4% (6.2% when
stable), bacteria in 54.7% (37.5% when stable).
Patients with exacerbations of infectious eti-
ology required longer hospitalisations and
demonstrated a greater impairment of sev-
eral measures of lung function than patients
with non-infectious exacerbations. Moreover,
the most severe exacerbations were those in
which viral and bacterial co-infection was
detected.’¢ Similar results also have been
found in studies of COPD exacerbations in
outpatients.> Indeed patients, in which both
bacterial and viral pathogens were detected,
had increased inflammatory markers in spu-
tum and greater lung function fall as com-
pared to patients in which a single pathogen
was detected. However, the relationship
between viral and bacterial infection, espe-
cially when combined, needs to be further
studied. In particular it needs to be estab-
lished whether viral infection can pave the
way for exacerbation by bacteria colonizing
the lower respiratory tract of COPD patients.
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Mechanisms of virus induced COPD
exacerbations

At variance with asthma in which several in
vitro and in vivo studies have investigated
the mechanisms that lead to exacerbation
after viral infection of the airways,5 % very
few data are available for COPD.

During COPD exacerbations several inflam-
matory mediators are increased in the air-
ways over baseline levels. Moreover COPD
patients with more frequent exacerbations
have higher sputum levels of inflammatory
markers interleukin (IL)-6 and IL-8 even when
stable,% suggesting that there may be a pro-
inflammatory effect of COPD exacerbations
that persists after the acute episode has
resolved. Little is known about the inflam-
matory mediators specific to virus-induced
COPD exacerbations. One study has found an
increased sputum level of IL-6 in viral asso-
ciated acute episodes as compared to non
viral exacerbations.? Recently the simulta-
neous presence of both rhinovirus and
Haemophilus influenzae at exacerbations has
been associated with an increased level of
serum IL-6 suggesting that viruses and bac-
teria can synergistically interact to increase the
severity of the inflammation.’8

There is evidence for up regulation of
ICAM-1 in the bronchial mucosa of patients
with chronic bronchitis.52 Upregulation of
ICAM-1 may increase infectivity and lead to
an augmented inflammatory response.

The type of inflammatory cells recruited
to the lung during COPD exacerbations has
not been fully clarified. Very few studies have
analyzed bronchial biopsies at exacerbations
due to the difficulties of carrying out an inva-
sive procedure in acutely ill patients. Two
studies using bronchial biopsies during exac-
erbations of chronic bronchitis from a single
cohort of patients reported a prominent air-
way eosinophilia at exacerbation together
with an increased number of neutrophils and
T-lymphocytes in the exacerbated group
compared to the stable patients.t3. 61 A recent
study has shown an increased number of
neutrophils in sputum during exacerbations
and the increase was independent from the
type (bacteria or virus) of infectious agent
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detected. The same study documented that
virus induced COPD exacerbations with or
without concomitant bacterial infection are
associated with an increased number of spu-
tum eosinophils, suggesting that sputum
eosinophilia could be a marker of viral infec-
tion during COPD exacerbations.>¢

Interestingly, increased sputum CD8+ T
lymphocytes have been reported during
COPD exacerbations with a relative reduction
in the ratio of interferon (IFN)-y/IL-4 express-
ing CD8+ T lymphocytes.55 Thus, a switch
towards a T helper (Th)2-like immunophe-
notype during COPD exacerbations could
trigger recruitment of eosinophils, a classi-
cal effector cell recruited during Th2 mediated
immune responses, during virus induced
COPD exacerbations.

COPD is associated with increased oxida-
tive stress and that is believed to play a cen-
tral role in the disease pathogenesis. Oxidants
could represent a key intracellular mediator
of virus-induced cellular activation.
Interestingly, oxidative stress can induce acti-
vation of the pro-inflammatory transcription
factors nuclear factor (NF)-kB and activator
protein (AP)-1 two pivotal regulators of the
inflammatory processes. NF-kB is activated in
sputum macrophages during COPD exacer-
bations.% Rhinovirus infection induces
increased production of superoxide anion in
bronchial epithelial cells and this event is a
crucial step for the activation of NF-kB and
the following production of pro-inflamma-
tory cytokines, chemokines and adhesion
molecules.®” Reducing agents inhibit both
rhinovirus-induced oxidant generation and
inflammatory mediator production and
release. These data suggest that the inhibition
of intracellular oxidative stress and/or of NF-
KB activation may be a potential therapeutic
target for treatment of virus induced COPD
exacerbations.®

Susceptibility to virus infections in
COPD patients
Whether COPD patients are more suscep-

tible to virus infection as compared to normal
subjects is still debated. A recent study doc-
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umented that patients with frequent COPD
exacerbations have more frequent episodes
of naturally occurring colds as compared to
patients with infrequent exacerbations.®
These results suggest that COPD subjects
with frequent exacerbations may represent
a subgroup particularly susceptible to viral
infections, but they do not determine whether
this susceptibility relates to the general COPD
population. Thus, while there is solid evi-
dence of impaired innate 2% 30 and possibly
acquired 27. 28 immune responses to viral
infection in asthmatic patients it is not yet
clear whether COPD patients have increased
susceptibility to viral infections. Intriguingly
patients experiencing frequent colds had a
significantly higher exposure to cigarette
smoke.® Recently, using a mouse model of
cigarette smoke exposure, it has been demon-
strated that cigarette smoke increases sus-
ceptibility to viral infections possibly via alter-
ation/inhibition of immune response.”

Another possible mechanism leading to
increased susceptibility is related to up reg-
ulation of ICAM-1, the receptor for the major
group of human rhinoviruses. Latent expres-
sion of adenoviral E1A protein in alveolar
epithelial cells of patients with emphysema
increases ICAM-1 expression and this could
be a potential mechanism for greater sus-
ceptibility to rhinovirus infection in COPD
patients where has been described, albeit
still controversial, an increased colonization
of their lower airways epithelium by the ade-
novirus.”!

Solid evidence shows that the lower air-
ways of the COPD patients are chronically
colonized with bacteria, and the airway bac-
terial load is related to the intensity of air-
way inflammation and the rapidity of disease
progression.’2

It has been postulated that bacterial colo-
nization could contribute to increased sus-
ceptibility to viral infection in COPD patients
for example by increasing ICAM-1 expres-
sion in bronchial epithelial cells either direct-
ly or through induced inflammation.3

Further studies are required to investigate
the interaction between chronic bacterial
colonisation and respiratory viral infection
and in particular whether chronic bacterial
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colonisation can increase susceptibility to
viral infection or vice versa.

In vivo models of viral induced COPD
exacerbation

In vitro data document that respiratory
virus infection can lead to COPD exacerbation
via the production of several pro-inflamma-
tory mediators that are relevant to the patho-
genesis of COPD exacerbation .6l 74-76
However, although in vitro models can pro-
vide important insights into the molecular
mechanisms of inflammatory and immune
responses to viral and bacterial infections,
the in vitro data require validation using in
vivo models.

Bacterial infections have been considered
important causes of COPD exacerbations
for a long time. Nevertheless, while several
mechanisms (e.g. induction of mucus hyper-
secretion,”” reduction of ciliary beat fre-
quency 78 and enhancement of neutrophilic
inflammation 79) have been proposed to
explain how bacterial infection can trigger
COPD exacerbations, no animal model of
bacteria induced COPD exacerbation is avail-
able. Until recently this was also true for viral
exacerbations.

Carrying out studies of naturally occurring
COPD exacerbations has proved difficult for
a number of reasons including: non reporting
of exacerbations by patients, lack of base-
line data before exacerbations, wide varia-
tion in aetiology, variation in timing of sam-
pling relative to onset of exacerbation and
finally carrying out invasive airway investi-
gations in acutely unwell patients is difficult
and may jeopardize their health. One way
to overcome these obstacles is the develop-
ment of a human experimental model that
would allow studies to take place under con-
trolled conditions. The first step towards
development of such a model has been
recently realized 3 with the reporting of the
first study evaluating the effects of an exper-
imental rhinovirus infection in COPD patients.

In this pilot study mild COPD patients were
selected for experimental infection with the
purpose of providing preliminary data on
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whether experimental rhinovirus infection in
COPD patients is per se sufficient to trigger an
exacerbation. All of the first four patients
exposed to the initial lowest dose of rhi-
novirus inoculum experienced not only cold
symptoms but also lower respiratory tract
symptoms characteristic of a COPD exacer-
bation associated with a significant fall in
lung function 3 as occurs with naturally occur-
ring exacerbations.® Thus, this model showed
that experimental rhinovirus infection can
cause exacerbation in COPD patients and
that this model has the potential to provide a
valid model of naturally occurring COPD
exacerbation. In COPD this is so far the only
scenario in which a specific aetiology has
been experimentally proven to induce exac-
erbation.

Two potentially important preliminary
observations arose from this study: 1) COPD
patients developed colds and exacerbations
with 100- to 1 000-fold lower doses of virus
than used in previous studies in asthmatic and
normal volunteers; 2) there was a 3 to 4 days
gap between the peak of cold symptoms and
the peak of lower respiratory symptoms.3.
These data suggest that COPD patients may be
highly susceptible to virus infections and that
if an effective antiviral or anti-inflammatory
treatment could be given at the onset of cold
symptoms, this could possibly change the clin-
ical outcome of the viral infection in COPD.

The development of such an experimental
model in which causation is clearly defined
and in which detailed clinical studies on
mechanisms of disease can be carried out,
will offer an invaluable tool to increase our
understanding of the specific immunologi-
cal and inflammatory events that lead COPD
patients to exacerbate after viral infection.
Moreover this model will offer the possibili-
ty to highlight and to test novel pharmaco-
logical targets able to treat and/or prevent
viral induced COPD exacerbations.

Conclusions
Asthma and COPD are chronic inflamma-

tory airway diseases responsible for increased
morbidity and mortality worldwide mainly
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during recurrent episodes of worsening of
symptoms and lung function named exacer-
bations. Thus, the prevention of these exac-
erbations is one of the major task of the man-
agement and treatment of asthma and
COPD.!. 2 The recent development of human
experimental models of rhinovirus-induced
asthma and COPD exacerbation in which
causation is clearly defined and in which
detailed clinical studies on mechanisms of
disease can be carried out, is offering an
invaluable tool to increase our understanding
of the specific immunopathological events
that lead to viral-induced asthma and COPD
exacerbations. In the near future this model
may offer the possibility to test novel phar-
macological targets with the aim to treat
and/or prevent viral induced COPD exacer-
bations.

Riassunto

Ruolo delle infezioni virali nelle riacutizzazioni di
asma e broncopneumopatia cronica ostruttiva (BPCO)

Le infezioni virali rappresentano la causa piu fre-
quente di riacutizzazione sia di asma che di bronco-
pneumopatia cronica ostruttiva (BPCO). Il rinovirus,
ovvero il virus del comune raffreddore, ¢ il virus pit
frequentemente identificato. 1l recente sviluppo di
modelli sperimentali umani di riacutizzazione di asma
e BPCO rinovirus-indotta rappresenta uno strumen-
to innovativo che puo incrementare le nostre cono-
scenze sui meccanismi infiammatori ed immunologici
che portano alla comparsa di una riacutizzazione in
seguito ad una infezione virale. Inoltre questo model-
lo consentira di testare, in un contesto sperimentale
controllato, nuovi farmaci per il trattamento e la pre-
venzione delle riacutizzazioni di BPCO. Scopo di
questa revisione € esaminare il ruolo delle infezioni
virali nelle riacutizzazioni di asma e BPCO ed in par-
ticolare focalizzeremo la nostra attenzione sui mec-
canismi infiammatori ed immunologici che portano
alla comparsa di riacutizzazione nei pazienti con asma
e BPCO dopo infezione virale delle vie aeree.
Parole chiave: Malattie virali - Asma - Broncopneumo-
patia cronica ostruttiva.
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