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Biomarker esalati*

Sergei A. Kharitonov, MD, PhD; Peter |. Barnes, DM, DSc, FCCP

La valutazione dell’infiammazione delle vie aeree e polmonare & importante per studiare i
meccanismi alla base di asma e BPCO. Ancora essa non pud essere misurata direttamente nella
ricerca e nella pratica clinica a causa delle difficolta nel monitoraggio dell’infiammazione. 11
monitoraggio non invasivo puo aiutare a riconoscere precocemente asma e BPCO, a valutare la
loro gravita e la risposta al trattamento, in particolare durante le riacutizzazioni di malattia. Vi
sono sempre piu prove che I'analisi del respiro possa ricoprire un ruolo importante nella
gestione clinica di asma e BPCO. Larticolo esamina il ruolo delle attuali misurazioni non inva-
sive dei gas esalati, come I’ossido nitrico (NO), i marker infiammatori nel condensato dell’esa-
lato (EBC) e la temperatura dell’esalato, cosi come le nuove metodiche per il monitoraggio ed

il trattamento di asma e BPCO.

Parole chiave: asma; BPCO; esalato condensato; ossido nitrico esalato

Abbreviazioni: CALV = ossido nitrico periferico; COX = ciclossigenasi; EBC = concentrato dell’esalato; FENO =
frazione esalata di ossido nitrico; ICS = corticosteroidi inalatori; iNOS = NO sintetasi inducibile; LTB, = leukotriene
B4; MEFT = tecnica di espirazione a flussi multipli; NO = ossido nitrico; NOS = NO sintetasi

(CHEST Edizione Italiana 2007; 1:65-70)

biomarker sono indicatori misurabili e valutabili

oggettivamente dei normali processi biologici, dei
processi patologici o delle risposte farmacologiche
ad un intervento terapeutico. Misurare i biomarker
nel respiro rappresenta un approccio molto attraente
per monitorare I'inflammazione di asma! e BPCO da-
to che non ¢ invasivo e rende possibile un campio-
namento ripetuto.23 Tuttavia, vi sono problemi im-
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portanti riguardo la riproducibilita, la variabilita e la
sensibilita che devono essere affrontati prima che
questo approccio possa essere raccomandato come
misura di outcome. Vi sono relativamente poche
notizie su come uno qualunque di questi biomarker
interagisca con gli altri outcome clinici, come la pro-
gressione della malattia, la gravita della malattia, i
sottotipi clinici o la risposta alla terapia. In futuro,
queste nuove tecniche potranno essere utili per pre-
dire la progressione della malattia, indicare I'instabi-
lita della malattia e predire la risposta alle attuali e
alle future terapie, molte delle quali sono tuttora in
via di sviluppo.

OSSIDO NITRICO ESALATO

La frazione esalata di ossido nitrico (FENO) & sta-
ta studiata in maniera estesa nell’asma e si & dimo-
strata la correlazione con I'infiammazione delle vie
aeree a prevalenza eosinofila e la sua riduzione dopo
terapia corticosteroidea. Esistono delle raccomanda-
zioni per la misurazione della FENO dell'European
Respiratory Society e dell’American Thoracic Socie-
ty.* La misurazione & ampiamente riproducibile in
soggetti normali ed asmatici se viene posta molta
attenzione alla tecnica.?
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Fino a poco tempo fa, non era possibile nessun
monitoraggio domiciliare giornaliero della FENO,
dato che non erano disponibili analizzatori semplici
e portatili di ossido nitrico (NO). L'avvento degli
analizzatori palmari che permettono la misurazione
della FENO con accuratezza e riproducibilita suffi-
cienti potra cambiare considerevolmente I'attuale trat-
tamento dell’'asma, dato che la FENO potra essere
misurata quotidianamente dai pazienti al proprio
domicilio e frequentemente durante le loro visite pro-
grammate presso il medico di medicina generale.5

Asma

Diagnosi: L'aumento della FENO, un marcatore
delle vie aeree specifico di infiammazione a preva-
lenza eosinofila, non & esclusivo dell’asma ma puo
essere utilizzato con > 90% di specificita per la dia-
gnosi di asma sia in adulti” che in bambini.® Tenen-
do presente la semplicita delle misurazioni in parti-
colare con gli analizzatori portatili di NO, la FENO
pud essere utilizzata con costi contenuti per lo scre-
ening di ampie popolazioni. Tuttavia, devono essere
tenuti in conto i livelli pitt bassi di NO in pazienti
trattati con corticosteroidi inalatori (ICS), dato che
cio riduce la sensibilith dell’NO come strumento
diagnostico. Al contrario, normali livelli di FENO
permettono di distinguere i pazienti con tosse cro-
nica non asmatica.

Monitoraggio dell’infiammazione delle vie aeree: 1
sintomi di asma atopico spesso cominciano nella pri-
ma infanzia e migliorano o sembrano scomparire
nella maggior parte dei casi alla puberta ma si ripre-
senteranno pitt avanti nel corso della vita. Questa
infiammazione persistente ma allo stesso tempo la-
tente, nota come rimodellamento delle vie aeree,
conduce all'ispessimento della parete delle vie aeree
e puo essere responsabile dell'iperreattivita bron-
chiale, che potrebbe avere un impatto determinante
sulla progressione dell’'asma. I livelli elevati di NO
esalato, la conta degli eosinofili nel sangue e la ri-
sposta bronchiale all’adenosina-5’-monofosfato cor-
relano in maniera significativa con la quantita di eo-
sinofili tissutali in campioni broncoscopici ottenuti
in adolescenti in fase di remissione clinica di asma
atopico. Cid significa che I'infiammazione e il rimo-
dellamento delle vie aeree sono entrambi processi
attivi anche in soggetti in remissione clinica, e pos-
sono essere rilevati e monitorati di routine attraver-
so la misurazione in clinica del'NO esalato. Si puo
ipotizzare che i soggetti con infiammazione subcli-
nica delle vie aeree® ed elevati livelli di NO esalato
possano trarre beneficio da un trattamento antin-
fiammatorio “precoce”, prevenendo il successivo
rimodellamento delle vie aeree e la progressione
dell’asma.
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Controllo: In misurazioni longitudinali, le variazio-
ni della FENO correlavano in maniera significativa
non solo con le variazioni degli eosinofili nell’espet-
torato e con l'iperreattivita ma anche con la funzio-
nalita respiratoria ed i sintomi asmatici.’' Il vantag-
gio della FENO come “marcatore di perdita di con-
trollo” semplice da implementare & che I'aumento
della FENO precede la caduta del picco di flusso e-
spiratorio ed i sintomi asmatici. Il monitoraggio del-
'asma pud essere molto pitt accurato quando vengo-
no effettuate misurazioni ripetute della FENO piut-
tosto che singole valutazioni; le variazioni della
FENO correlano significativamente non solo con le
variazioni degli eosinofili nell’espettorato e con l'i-
perreattivita ma anche con la funzionalita respirato-
ria ed i sintomi asmatici. Dato che sono disponibili
analizzatori portatili di NO esalato, & probabile che
questa misura diventi routine nel monitoraggio del-
'asma in medicina generale ed eventualmente per i
pazienti a domicilio.

Trattamento: La FENO si comporta come marca-
tore “a rapida risposta” sensibile al trattamento ste-
roideo dato che puo essere ridotta in maniera signi-
ficativa e dose dipendente 6 h dopo la nebulizzazio-
ne di una singola dose di budesonide,' o entro 2-3
giorni!? di trattamento regolare con ICS. L'assenza
di compliance o la cessazione del trattamento con
ICS riportera i valori di NO rapidamente (3-5 gior-
ni) al livello pretrattamento;!? grazie alle misurazio-
ni della FENO & possibile ridurre in maniera signifi-
cativa le dosi di mantenimento dei ICS senza com-
promettere il controllo dell'asma.!3

Gli steroidi inalatori in terapie d’associazione (ICS
pitt B-agonisti long-acting) rappresentano il tratta-
mento di prima linea nell’asma, tranne negli Stati U-
niti. E importante, tuttavia, monitorare I'infiamma-
zione di fondo delle vie aeree, indipendentemente
dalla funzionalita respiratoria ed i sintomi dei pazien-
ti, perché essi sono influenzati dall’azione dei B-ago-
nisti long-acting. Il dosaggio guidato dai sintomi de-
gli steroidi inalatori in terapie d’associazione potra
essere utile in futuro, qualora la dose dello steroide
possa essere determinata dal grado dei sintomi in un
particolare momento. Noi suggeriamo che per ade-
guare le dosi della terapia d’associazione vengano
utilizzate le misurazioni ripetute della FENO utiliz-
zando un analizzatore portatile di NO basandosi
dunque sul controllo dell'infiammazione asmatica.

BPCO

Normalmente la misurazione della FENO nella
BPCO ¢ di minore utilita, dato che i livelli sono di
solito normali o solo leggermente aumentati, tranne
durante le riacutizzazioni.2 Recentemente la misura-
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zione della FENO ¢ stata estesa effettuando misura-
zioni dell’NO esalato a differenti flussi (tecnica di e-
spirazione a flussi multipli [MEFT]), percio & possi-
bile separare I'NO flusso-indipendente e I'NO peri-
ferico (CALV) derivato dagli alveoli e probabilmente
dalle piccole vie aeree. Utilizzando questa tecnica, &
possibile dimostrare che mentre I'NO delle vie aeree
¢ basso o normale nella BPCO, vi & un incremento
del CALV che & correlato alla gravita della malattia e
non ¢ influenzato né dal fumo né dai ICS tradizio-
nali.'* Cio puo riflettere I'aumento dell’NO sintetasi
inducibile (iNOS) nella periferia dei polmoni di pa-
zienti con BPCO. Tale CALV pud dimostrarsi un utile
biomarker non invasivo dell’infiammazione nella
BPCO.

Aree cliniche di impiego dellNO esalato
nella BPCO

Rilevazione precoce dell'insorgenza di riacutizza-
zioni: La mancanza da parte del paziente di riferire
una riacutizzazione, che si basa principalmente sui
propri sintomi ed il colore dell’espettorato, aumenta
significativamente il rischio di successive ospedaliz-
zazioni d'urgenza ed & associata con una remissione
pitt lenta. ENO & aumentato nell’esalato del respiro
sin dalle fasi molto precoci del raffreddore comu-
ne,'>16 che spesso innesca una riacutizzazione di
BPCO. Teoricamente, gli analizzatori portatili di
NO possono essere usati dai pazienti a domicilio per
metterli in allerta, in aggiunta ai sintomi, cosi che un
trattamento repentino migliori la remissione dopo la
riacutizzazione (Figura 1). Chiaramente sono comun-
que necessari altri studi che utilizzano le altre tecno-
logie, ad esempio, la spettrometria/spettroscopia di
massa portatile per differenziare le infezioni virali
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da quelle batteriche, analizzando I'esalato del respi-
ro attraverso un software creato per riconoscere tali
quadri, allo scopo di iniziare un precoce ed ade-
guato trattamento.

Risoluzione dell’infiammazione delle vie aeree e
polmonare: 1l tempo di recupero medio dopo una
riacutizzazione nei pazienti BPCO & di 10,7 giorni
(da 1 a 2 settimane) attualmente calcolato in base a
sintomi, purulenza dell’espettorato e funzionalita
respiratoria. Una percentuale significativa di pazienti
trattati per riacutizzazione di BPCO mostra un recu-
pero incompleto, e le frequenti riacutizzazioni con-
tribuiscono al declino della funzionalita respiratoria e
allo scarso stato di salute. La colonizzazione batteri-
ca delle basse vie aeree in pazienti stabili con BPCO
stimola I'infiammazione delle vie aeree, che porta ad
un circolo vizioso protratto auto-perpetrantesi di
danno polmonare progressivo e progressione della
malattia. Noi ipotizziamo che la normalizzazione del
CALV possa indicare il grado di remissione dalla co-
lonizzazione batterica delle basse vie aeree e possa
servire come predittore di scarso outcome se i livelli
di CALV non rispondono al trattamento antibatterico.

Monitoraggio dell’infiammazione delle piccole vie
aeree nella BPCO: L'NO esalato alveolare (CALV)
puod essere misurato in maniera riproducibile utiliz-
zando la MEFT, & aumentato nella BPCO, riflette
I'infiammazione delle vie aeree periferiche ed & cor-
relato con la gravita della malattia. Le misurazioni
MEFT della FENO sono ampiamente riproducibili,
prive di variazioni circadiane, non influenzate da fu-
mo, broncodilatatori o ICS,'* e di conseguenza pos-
sono essere usate per il monitoraggio della BPCO.

ALTRI

Laboratorio clinico Laboratorio

i " .

GP, domicilio (portatili)

FIGURA 1. Analisi del respiro esalato: stato attuale di standardizzazione, ricerca ed impiego clinico.
GP = medicina generale; MEFENO = NO con espirazione a flussi multipli; VOC = composti organici
volatili. E-BreathT® = temperatura del respiro esalato; E-Nose = analisi del respiro del tipo naso elet-

tronico; BBF = flusso sanguigno bronchiale.

CHEST / Edizione Italiana / IX / 1 / GENNAIO-MARZO, 2007 67



Gravita e progressione della BPCO: Laumento del
CALV in funzione della gravita puo essere dovuto ad
una maggiore presenza di cellule iNOS-positive nel-
le pareti alveolari di pazienti con BPCO piu grave
ma non con enfisema grave, il quale presenta una
pitt bassa percentuale di macrofagi alveolari iNOS-
positivi rispetto ai pazienti con malattia pitt lieve.!”
I pazienti di stadio II secondo la Global Initiative for
Chronic Obstructive Lung Disease hanno livelli di
CALV! simili a quelli dei pazienti con asma pitl gra-
ve, suggerendo meccanismi fisiopatologici simili e/o
simile estensione dell'infiammazione delle vie aeree/
polmoni che possono essere trattati con una terapia
simile.

Modulatori dellUNO: Leffetto del'NO pud essere
benefico o deleterio e sia gli inibitori del'NO sinte-
tasi (NOS) che i substrati del’NOS possono avere
un grosso potenziale terapeutico in condizioni pato-
logiche steroido-resistenti come I'asma e la BPCO.16
Vi sono parecchie ragioni dietro al considerevole
interesse nello sviluppo di nuovi composti che agi-
scano come donatori di NO in pazienti con malattie
polmonari. ENO svolge un ruolo importante sull’at-
tivita battericidica nei polmoni, sul battito ciliare e
sulla disfunzione ciliare. La soppressione della pro-
duzione di NO dovuta al fumo nella BPCO puo con-
tribuire alle infezioni toraciche ricorrenti in questi
pazienti. Di conseguenza, un trattamento antiinfiam-
matorio (per esempio, un’associazione di corticoste-
roidi e donatori di NO) che preservi la produzione
di NO pud essere ottimale nell’asma e nella BPCO.

Substrati delUNOS: L'assunzione di L-arginina &
stata studiata in diverse situazioni cliniche in cui si
desidera I'aumento della produzione di NO. Per
esempio, I'L-arginina per os e inalatoria & stata uti-
lizzata in soggetti normali e in pazienti con discine-
sia ciliare primitiva per migliorare I'attivita batterici-
dica dei polmoni, il battito ciliare e la disfunzione
muco-ciliare nella BPCO.

Effetto degli ICS: Liassenza di effetti degli ICS sul
CALV!4 rappresenta un vantaggio importante per le
misurazioni MEFT della FENO nella BPCO nel
monitoraggio del processo infiammatorio che & chia-
ramente diverso da quello dell’asma. Si puo ipotiz-
zare, tuttavia, che leffetto antiinfiammatorio nella
BPCO di alcune nuove formulazioni, quali per
esempio l'associazione di beclometasone dipropio-
nato con formoterolo, somministrati per aerosol di
particelle di piccola dimensione, possa essere valu-
tata con la MEFT.

Effetto del fumo: 11 fumo pud innescare la cascata
infiammatoria nella BPCO ma non ha un effetto di-

retto sulla fonte del CALV, che di conseguenza puo
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fornire informazioni importanti aggiuntive per la
valutazione del processo infiammatorio. Cid potra
rendere in futuro questa tecnica particolarmente
importante per la valutazione degli effetti antiin-
fiammatori delle nuove terapie per la BPCO.

CONDENSATO DEL RESPIRO ESALATO

Il condensato del respiro esalato (EBC) viene rac-
colto raffreddando o congelando l'aria esalata, una
tecnica totalmente non invasiva. Questa procedura
di raccolta & stata standardizzata,? e vi sono forti evi-
denze che alterazioni della composizione dellEBC
possano riflettere le variazioni biochimiche del liqui-
do di rivestimento delle vie aeree.!® Teoricamente,
IEBC pud essere usato per valutare gli obiettivi del-
le moderne terapie nei trial clinici e per monitorare
I'asma e la BPCO nella clinica.

Biomarker del respiro esalato nella ricerca clinica

Studio dei meccanismi di asma e BPCO: La prosta-
glandina E, e la prostaglandina Fyo nellEBC sono
decisamente aumentate nella BPCO ma non nell’a-
sma.1920 Al contrario, il leukotriene E4 & aumentato
nell’asma ma non e rilevabile in soggetti normali o
in pazienti con BPCO.2! Di conseguenza, i profili
nel respiro esalato dei vari biomarker esalati posso-
no essere impiegati per differenziare i diversi mec-
canismi fisiopatologici.

Linibizione non selettiva della ciclossigenasi (COX)
riduce la PGE, e aumenta il leukotriene B4 (LTB,)
nellEBC della BPCO, mentre I'inibizione selettiva
della COX-2 non ha effetti su questi eicosanoidi.??
Cio suggerisce che esiste uno specifico meccanismo
dietro I'inibizione della COX e il dirottamento del
metabolismo dell’acido arachidonico verso la via
della 5-lipossigenasi, che puo essere studiato in ma-
niera non invasiva in pazienti con BPCO.?!

Impiego dellEBC in Medicina Generale: Le con-
centrazioni di LTB, sono aumentate nellEBC di pa-
zienti con BPCO stabile e riacutizzazioni di BPCO,
e ritornano normali durante il periodo di remissio-
ne.2 I interessante, come i livelli di LTB, precipiti-
no dopo il trattamento antibiotico e diventino simili
a quelli dei soggetti normali non fumatori, rifletten-
do la riduzione durante il periodo di remissione dei
marker neutrofili nelle vie aeree. Inoltre, i livelli di
LTB, sono ridotti nei pazienti che non hanno avuto
altre riacutizzazioni dopo 2 mesi, il che suggerisce
che I'LTB, esalato possa essere utile nella valutazio-
ne non invasiva e nel monitoraggio dell'infiamma-
zione in pazienti con BPCO.

Teoricamente, gli idrogenioni (pH) possono essere
misurati nellEBC come marker semplice di acidifi-
cazione che & molto ridotto nell’asma acuto?* ed &
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basso nella BPCO. Vi sono sempre pitt prove che la
diluizione dei droplet respiratori in acqua e la po-
tenziale contaminazione con 'ammoniaca prodotta
in bocca? possano essere tranquillamente ignorate.

TEMPERATURA DEL RESPIRO ESALATO E FLUSSO
SANGUIGNO BRONCHIALE

La temperatura del respiro esalato e il flusso san-
guigno bronchiale riflettono il rubor e il calor delle
vie aeree, e di conseguenza possono essere marker
di infiammazione tissutale e di rimodellamento in
asma e BPCO. Una piti bassa temperatura del respi-
ro, dopo l'inalazione di corticosteroidi, correlata con
ridotti livelli di flusso sanguigno bronchiale,?6 puo
suggerire che queste misurazioni non invasive pos-
sono essere utili per valutare I'infiammazione delle
vie aeree e fornire uno strumento per valutare la
sensibilita agli steroidi.

ALTRE NUOVE TECNOLOGIE PER LA VALUTAZIONE
DEI BIOMARKER ESALATI

Proteomica e metabonomica

Queste tecnologie non invasive offrono informa-
zioni rapide sui meccanismi di risposta dei sistemi
viventi nei confronti di qualunque esposizione (fu-
mo, batterica/virale, trattamento) riguardo I'espres-
sione proteica o la regolazione metabolica. Esse pos-
sono facilitare I'inserimento di dati clinici negli stadi
pit precoci dello sviluppo di un farmaco ed in parti-
colare aiutare alla scoperta e alla caratterizzazione
dei biomaker.

Biomarker in associazione

Di recente, & stato dimostrato che i giovani asma-
tici con normale funzionalita respiratoria ma signifi-
cativa infiammazione delle vie aeree (FENO, 87,3
parti per miliardo)*” hanno differenti gradi di altera-
zione dei livelli di chemiochine e LTB, misurati sia
nel sangue che nellEBC. Cio suggerisce che i “bio-
marker in associazione” esalati possano essere capaci
di differenziare il grado di infiammazione sistemica
piuttosto che di quella locale. I biomarker in asso-
ciazione (associazione della forza dell’approccio del-
I'EBC e dell’NO esalato, per esempio) potranno
essere utili allo scopo di rendere pin pratici alcuni
biomarker prevalentemente orientati alla ricerca.

Rilevazione di piccole molecole
(“naso elettronico”)
L'odore o odor & stato utilizzato come un sintomo

di malattia per secoli. Di recente, sono stati ritrovati
nel respiro esalato di pazienti con tumore al polmone

e alla mammella particolari marker biochimici che
sono distinguibili da quelli dei soggetti di controllo.
Nondimeno, cani domestici addestrati sono stati
capaci di rilevare tumori al polmone o alla mammel-
la confermati con la biopsia con una specificita di
0,99 e 0,88, rispettivamente.?® Abbiamo iniziato re-
centemente un nostro studio basato sulla spettrome-
tria a ionizzazione a pressione atmosferica per esa-
minare la chimica del respiro esalato per identificare
quali composti chimici possano identificare in ma-
niera pitl accurata 'asma e la BPCO, includendo
pazienti con e senza riacutizzazioni batteriche.

SVILUPPI FUTURI

Ad oggi, vengono analizzati generalmente in ma-
niera isolata singoli marker esalati ma, come detto
sopra, i marker sono presenti in maniera diversa
nelle diverse malattie ed i differenti marker variano
nella loro sensibilita a certe azioni, come una parti-
colare terapia. Queste differenze in futuro potranno
essere sfruttate man mano che verranno caratteriz-
zati altri marker, cosicché ogni patologia possa avere
un profilo caratteristico o impronte digitali di mar-
ker differenti potenzialmente diagnostici di asma e
BPCO. Le terapie possono anche imporre un effetto
caratteristico su questi marker e cid potra migliorare
in futuro la specificita del trattamento, in particolare
quando saranno disponibili trattamenti pitt potenti e
specifici.
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