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APNEA DEL SONNO

Mediatori di inflammazione nell’espirato
condensato di bambini con sindrome
delle apnee ostruttive*

Aviv D. Goldbart, MD, MSc; Jyoti Krishna, MD; Richard C. Li, MD, PhD;
Laura D. Serpero, PhD; David Gozal, MD, FCCP

Razionale: Linfiammazione delle alte vie aeree & ora riconosciuta in adulti con sindrome delle
apnee ostruttive (OSA) ma il ruolo degli eicosanoidi come i leucotrieni e le prostaglandine non
& ancora chiaro.
Obbiettivo: Investigare se gli eicosanoidi sono misurabili nell’espirato condensato (EBC) e
determinare se emergono differenze nel livello di questi mediatori infiammatori tra i bambini
con e senza disturbi respiratori nel sonno (SDB)
Metodi: CEBC é stato raccolto da 50 bambini con fenomeni di russamento sottoposti a polison-
nografia notturna per sospetto di SDB e da 12 controlli sani senza fenomeni di russamento.
I livelli di prostaglandina E, (PGE,), leucotriene B, (LTB,) e cisteinil-leucotrieni (cys-LT: leuco-
triene C, [LTC J/leucotriene D, [LTD,]/leucotriene E, [LTE,]) sono stati analizzati tramite test
di immunoassorbenza enzimatica.
Risultati: I livelli di LTB, erano elevati in bambini con un indice apnea-ipopnea (AHI) > 5/h 8
(SDB; 97,6 = 6,3 pg/mL) rispetto ai bambini con un AHI < 5/h (lieve SDB; 66,4 = 19,1 pg/mL;
p < 0,01) e ai controlli (27,8 = 3,7 pg/mL; p < 0,01). Similmente, anche le concentrazioni di cys-LT
(LTC/LTD//LTE,) erano piu elevate nei pazienti con SDB (45,1 + 10,6 pg/mL) se confrontati coi
pazienti con SDB lieve (27,6 = 8,3 pg/mL, p < 0,01) e coi controlli (15,7 = 7,6 pg/mL; p < 0,01).
Di contro, non sono state osservate differenze nelle concentrazioni di PGE, tra i 3 gruppi.
Conclusioni: I mediatori infiammatori come i leucotrieni e le prostaglandine possono essere
prontamente quantificati nel’EBC raccolto dalle alte vie aeree nei bambini. La concentrazione
dei leucotrieni (LTB, e LTC,/LTD/LTE,) aumenta a seconda della gravita della malattia nel
nostro gruppo di bambini e pertanto questa metodica potrebbe essere usata come uno stru-
mento non-invasivo di valutazione clinica.

(CHEST Edizione Italiana 2006; 3:30-35)

Parole chiave: adenoidi; eicosanoidi, infiammazione; leucotrieni; iperplasia linfoide; apnea del sonno; disturbi respira-
tori nel sonno; tonsillectomia e adenoidectomia; tonsille

Abbreviazioni: AHI = indice apnea-ipopnea; BMI = indice di massa corporea; cys-LT = cisteinil-leucotriene; EBC =
espirato condensato; LTB, = leucotriene B,; LTC, = leucotriene C,; LTD, = leucotriene D,; LTE, = leucotriene E;
OSA = apnea ostruttiva del sonno; PGE, = prostaglandina Ey; SDB = disturbi respiratori nel sonno; Spo, = saturazione
d’ossigeno misurata usando la pusossimetria; T&A = tonsillectomia e adenoidectomia

L a sindrome delle apnee ostruttive (OSA) & una

malattia comune nei pazienti pediatrici e colpi-
sce dal 2 al 3% di tutta la popolazione infantile,! ed
e frequentemente associata alla presenza di ipertro-
fia adenotonsillare.>3 Se non trattata, 'OSA puo por-
tare a serie morbilita, che colpiscono i sistemi cogni-
tivo, neuro-comportamentale e cardiovascolare.*11
Nei pazienti adulti con OSA & presente infiamma-
zione della mucosa nasale e orofaringeal?-14 e i livelli
di proteina C reattiva, un marker di infiammazione
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sistemica, sono aumentati sia negli adulti’ che nei
bambini con OSA, e sono correlati con la gravita dei
disturbi respiratori durante il sonno.!6 Piu recente-
mente, sono stati raccomandati trattamenti antin-
fiammatori non chirurgici per i disordini respiratori
nel sonno (SDB) nei bambini come alternativa alla
tonsillectomia e all’adenoidectomia (T&A). Questo
approccio era principalmente riservato a quei bam-
bini con SDB non troppo grave da giustificare I'in-
tervento chirurgico o per quelli con residui SDB
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dopo T&A, e ha dato risultati promettenti in alcuni
trial clinici in aperto non randomizzati.!™-20 Il nostro
gruppo ha dimostrato che i recettori clonati 1 e 2 del
cisteinil leucotriene (cys-LT)21?2 sono altamente e-
spressi nei tessuti adenoidali e tonsillari dei bambini
con SDB.1923 Tesalato condensato (EBC) pud esse-
re facilmente ottenuto dai bambini®* e puo essere
un mezzo diagnostico non invasivo e conveniente
per esplorare il ruolo dell'infiammazione nella pato-
genesi della patologia delle vie aeree.?>%6 Sulla base
di tali considerazioni, abbiamo esaminato la quantita
relativa di leucotrieni e di prostaglandine nellEBC
dei bambini che russano con SDB. La nostra ipotesi
¢ che in bambini con pitt grave SDB sono presenti
aumentati livelli di infiammazione.

MATERIALI E METODI

Pazienti

Lo studio & stato approvato dal Comitato Etico dell’Universita
di Louisville, e il consenso informato ¢ stato ottenuto dal rappre-
sentante legale di ogni partecipante. Il consenso é stato ottenuto
anche dai bambini se con piti di 6 anni di eth. I criteri di inclu-
sione erano la presenza di russamento abituale (russamento dei
bambini per pit di 3 notti per settimana riferito dai genitori) e
etd da 6 a 16 anni. Inoltre, sono anche stati inclusi 12 bambini
che erano stati sottoposti a polisonnografia per un altro studio.
Criteri di esclusione includevano la presenza di anormalita cra-
nio-facciali neuro-muscolari o genetiche; uso corrente o nei 6
mesi precedenti di montelukast; infezioni acute delle prime vie
respiratorie; uso di corticosteroidi o antibiotici nelle 4 settimane
precedenti lo studio e precedente T&A.

I pazienti sono stati reclutati e valutati durante la loro prima
visita medica al Kosair Children’s Hospital Sleep Medicine and
Apnea Center. Ad ogni partecipante sono state richieste le seguen-
ti informazioni: etd e sesso, uso di farmaci (corticosteroidi [nasa-
li, inalatori e sistemici], antistaminici, broncodilatatori, antibio-
tici e antileucotrienici) e presenza di comorbilita (asma, rinite
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allergica e altre allergie; deficit dell’attenzione e disturbi di iper-
attivitd; condizioni psichiatriche). Tutti i soggetti sono stati misura-
ti (altezza e peso), quindi @ stato calcolato I'indice di massa corpo-
rea (BMI, massa corporea/altezza®) espresso come BMI relativo
tramite la seguente formula: (BMI/BMI del 50esimo percentile
per eti e sesso) X 100, basato su curve percentili standardizzate.
Bambini con BMI > 95% soddisfacevano i criteri per I'obesita.

Polisonnografia notturna

Tutti i bambini che hanno partecipato allo studio sono stati
sottoposti a polisonnografia notturna. Gli studi sul sonno sono
stati fatti in una stanza apposita, buia e quieta nel laboratorio del
sonno presso il Kosair Children’s Hospital.

Una descrizione dettagliata e tutti gli aspetti tecnici delle regi-
strazioni polisonnografiche sono descritte in dettaglio da un’altra
parte.! Lanalisi del polisonnogramma & stata eseguita tramite
tecniche standard. Brevemente, lo stadio del sonno & stato valu-
tato usando criteri standard.?” L'indice delle apnee ostruttive-
ipopnee (AHI) & stato definito come il numero di apnee e ipop-
nee per ora di sonno totale, e I'apnea ostruttiva ¢ stata definita
come l'assenza di flusso aereo con presenza di movimento della
parete toracica e addominale per una durata di almeno 2 cicli
respiratori. Lipopnea ¢ stata definita come una riduzione del
flusso nasale > 50% con una corrispondente riduzione della satu-
razione dell’O, misurata tramite pulsossimetro (Sp0o,) > 4% e/o
risvegli. Sono state determinate la Spo, media insieme alla Spo,
nadir. I risvegli sono stati definiti come raccomandato dalla rela-
zione della task force dell’America Sleep Disorders Association®®
e includono risvegli spontanei, indotti dal tecnico e collegati alla
respirazione (che si verificano immediatamente dopo un’apnea,
ipopnea o russamento). I risvegli sono stati definiti come numero
totale di risvegli per ora di sonno.

Raccolta EBC

L'EBC ¢ stato raccolto nei bambini che soddisfacevano i cri-
teri d’inclusione ed esclusione e sottoposti a polisonnografia not-
turna. Laria nasale espirata & stata raccolta in un tempo tra 15 e
20 minuti tramite un metodo artigianale derivato da quello di
Griese e coll.? Per la raccolta, & stata usata una pompa a pres-
sione negativa costante ad alte prestazioni collegata ad una
camera fredda (=5°C) e ad una maschera nasale circondata sulla
superficie esterna da schiuma morbida per evitare perdite (Figu-
ra 1). Il bambino rimaneva seduto per tutto il periodo di raccol-
ta. Dopo aver pulito il naso con acqua fredda, una lieve suzione
negativa (da 3 a 5 mm Hg) veniva esercitata all’estremita libera
dei tubi a livello degli orifizi nasali. Ai bambini veniva chiesto di

Dal paziente Alla parete di

FIGURA 1. Disegno schematico del metodo artigianale (modifi-
cato da Griese et al.?) usato per la raccolta dell’EBC dalle alte
vie aeree nei bambini.
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respirare normalmente per tutto il periodo della raccolta mentre
guardavano la televisione. LEBC veniva raccolto in provette
criogene (2 provette per paziente, ognuna contenente circa 1
mL senza aggiunta di nessun diluente). I campioni venivano
immediatamente messi in ghiaccio e poi in congelatore a —80°C
e li conservati. I campioni qui riportati sono stati raccolti in un
periodo di 4 mesi e poi analizzati.

Analisi per i maker infiammatori

Tutti gli EBC raccolti (da 50 su 56 bambini russanti e 12 su 12
bambini non-russanti) sono stati analizzati per i livelli di cys-LT
(leucotriene C, [LTC,]/leucotriene D, [LTD,]/leucotriene E,
[LTE,]), leucotriene B, (LTB,) e prostaglandina E, (PGE,) tra-
mite kit di immunoassorbenza enzimatica disponibili in commer-
cio: LTC,/LTD,/LTE, (Cayman Chemical; Ann Arbor MI),
LTB, (Amersham Bioscienses; Piscataway NJ) e PGE, (Cayman
Chemical). I campioni sono stati processati in duplicato e saggia-
ti in almeno 2 diluzioni e i risultati di assorbenza sono stati ana-
lizzati con una curva a 4 parametri logistici. La variabilita intra
ed interanalisi per LTB,, LTCy/LTD/LTE, e PGE, era < 10%.
La specificita di LTB,, LTC,/LTD,/LTE, e PGE, era del 100%
(tranne per LTE,, dov'era del 67%). I limiti di rilevamento del-
'analisi erano di 6,2 pg/mL per LTB,, 7.8 pg/mL per LTC,/
LTD,/LTE, e 2 pg/mL per PGE,. Da notare come durante le
prime fasi del progetto quattro set di campioni sono stati analiz-
zato 3 volte in un periodo di 7 giorni, 1 mese e 6 mesi dal mo-
mento della raccolta, e i valori per ogni campione erano entro
< 10% I'uno con Taltro.

Analisi statistica

I risultati sono stati presentati come media + DS tranne quan-
do specificato. Tutte le analisi sono state condotte tramite un
software statistico (SPSS; versione 11.5; Chicago. IL). Il con-
fronto dei gruppi @ stato fatto con t-test indipendenti o analisi
della varianza seguite da confronti post hoc, con i valori p cor-
retti per varianze ineguali quando appropriato (test Levene per
I'uguaglianza delle varianze) o I'analisi del %2 tramite il test
esatto di Fisher (risultati dicotomi). Un valore di p a due code
< 0,05 & stato considerato statisticamente signiﬁcativo.

RISULTATI

L'EBC ¢ stato raccolto in 53 su 56 bambini. 3
bambini avevano accettato di partecipare, ma & stato
raccolto un volume insufficiente di EBC. I rimanen-
ti 3 bambini si sono rifiutati di partecipare. Dei 50
bambini la cui quantita di EBC risultava idonea, la
polisonnografia notturna ha rivelato che 29 bambini
aveva un AHI < 5/h di sonno (SDB lieve) e 21 bam-
bini aveva un AHI > 5/h (SDB). Per questi sotto-
gruppi, l'eta (9,6 = 2,9 vs 10,3 + 2,7 anni) e il sesso
(maschi, rispettivamente 58% vs 57% del totale)
risultavano simili. Comunque, il BMI era significati-
vamente pitt elevato nel gruppo con AHI > 28,6 +
10,1 kg/m? vs 21,6 + 6,0 kg/m?; p = 0,003. Leta me-
dia dei 12 bambini di controllo era leggermente piu
bassa (7,1 + 1,6 anni) ma sia il sesso (58% maschi)
che il BMI (20,8 = 2,3 kg/m?) erano simili ai bam-
bini con SDB lieve. Nella Tabella 1 sono riportate le
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Tabella 1—Caratteristiche dei 3 gruppi di soggetti*

Caratteristiche Controlli SDB Lieve SDB

Eta, aa 71+16 96+29 103+27
Maschi 58 58 57
BMI, kg/m2 208 +23 21,6 +6,0 28,6+ 10,1
Deficit dell'attenzione e 38 31 31
iperattivita (n = 13)

Asma (n=7) 28 28 44
Rinite allergica (n = 12) 50 16 34
Disturbi psichiatrici (n = 7) 44 28 28

Uso di Beta-2 Agonisti (n = 5) 20 60 20
Antistaminici (n = 3) 33 33 33

*I dati sono presentati come media + DS o %.

informazioni riguardanti comorbilita come asma,
rinite allergica, deficit dell’attenzione, iperattivita ed
altri disturbi psichiatrici, cosi come I'uso di farmaci.
Non sono state osservate differenze tra i 3 gruppi
riguardo alle comorbilita e all’'uso di farmaci, eccetto
per un leggero aumento della prevalenza di rinite aller-
gica tra i controlli (Tabella 1). Nessuno dei soggetti
aveva mai usato corticosteroidi o anti-leucotrienici.
Le analisi di immunoassorbenza enzimatica hanno
rilevato nel gruppo di soggetti con SDB livelli pin
elevati sia di LTB, che di LTC,/LTD,/LTE,, se con-
frontati col gruppo con lieve SDB (AHI < 5/h), che
a sua volta presentava livelli pit alti rispetto ai con-
trolli (p < 0,01 per tutti i confronti). Infatti, i pazien-
ti con SDB avevano concentrazioni piti alte di LTC,/
LTD,/LTE, (45,1 + 10,6 pg/mL) se confrontati coi
pazienti con SDB lieve (27,6 + 8,3 pg/mL, p < 0,01;
Figura 2, in alto a sinistra, A) e coi controlli (15,7 +
7,6 pg/mL; p < 0,01). Allo stesso modo, sono state
trovate concentrazioni pin alte di LTB, in bambini
con SDB in un modo dose-dipendente (97,6 + 6,3
pg/mL nel gruppo SDB vs. 66,4 + 3,6 pg/mL nel
gruppo SDB lieve, e 27,8 + 3,7 pg/mL nei controlli;
p < 0,01, Figura 2 in alto a destra, B). Di contro,
non sono state osservate differenze nelle concentra-
zioni di PGE? tra i 3 gruppi (Figura 2, in basso, C).

DISCUSSIONE

Questo studio ha valutato la presenza e la varianza
dei marker infiammatori nel’EBC in bambini con
fenomeni di russamento sottoposti a studi del sonno
per sospetta SDB. Mentre i livelli di PGE, erano si-
mili nei pazienti con lieve e medio-grave SDB e nei
controlli, le concentrazioni nellEBC di leucotrieni
sono risultate pit alte nei bambini con SDB pit gra-
ve, suggerendo la presenza di aumentata infiamma-
zione nelle alte vie respiratorie dei bambini in rela-
zione alla gravita e alla frequenza degli episodi di
ostruzione delle vie aeree durante il sonno. LEBC &
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FIGURA 2. In dalto a sinistra, A: livelli di cys-LT (LTC,/LTD,/LTE,) nel’EBC ottenuto da bambini con
SDB, con lieve SDB e controlli sani (SDB vs. lieve SDB vs. controlli, p < 0,01). In alto a destra, B:
livelli di LTB, nel'EBC ottenuto da controlli con SDB, lieve SDB e controlli sani (SDB vs. lieve SDB
vs controlli, p < 0,01). In basso, C: livelli di PGE, nel’EBC ottenuto da bambini con SDB, con lieve

SDB e controlli sani.

stato facilmente raccolto nei bambini anche di 6 an-
ni, suggerendo quindi che questa metodica non in-
vasiva possa fornire un mezzo di valutazione non in-
vasivo dell'infiammazione delle alte vie aeree nella
popolazione pediatrica. La nostra esperienza ¢ com-
patibile con quella di uno studio®” con bambini, da
cui 'EBC ¢ stato facilmente ottenuto anche a 4 anni
di etd ed & risultato utile come mezzo non-invasivo
per accertare I'inflammazione polmonare in questo
giovane gruppo di pazienti.3! Non abbiamo pero tro-
vato in letteratura dati su misurazioni dei livelli di
leucotrieni nellEBC di adulti o bambini con SDB,
cosicché non sono possibili confronti tra i nostri dati
e quelli di altri. Da notare che diversi gruppi hanno
esaminato la concentrazione di leucotrieni in adulti
con altre malattie respiratorie infiammatorie come
fibrosi cistica,32 asma33 e BPCO durante riacutizza-
zioni, e hanno trovato tali concentrazioni elevate se
confrontate ai controlli o durante i periodi di mag-
giore malattia.* Livelli aumentati di leucotrieni so-
no stati anche riportati nellEBC di bambini asma-
tici®>36 e tali livelli si abbassavano dopo terapia cor-
ticosteroidea.3”

11 ruolo dell'infiammazione nella patogenesi delle

SDB nei bambini sta diventando sempre pit chiaro
nell'ultimo decennio. L'infiammazione sistemica,
rappresentata dagli aumentati livelli della proteina C
reattiva, & stata rilevata nel siero di pazienti adulti!®
e di bambini con SDB, e correlata col grado di gra-
vita della patologia.l® In piti, I'infiammazione locale
delle alte vie respiratorie & stata adesso descritta in
adulti con SDB,!2-14 ¢ tali cambiamenti infiamma-
tori sono stati associati ad un alterato innervamento
della mucosa delle alte vie aeree e ad una ridotta
funzionalita muscolare dilatatoria delle prime vie re-
spiratorie in adulti con SDB.3%3 Pertanto, i processi
infiammatori sembrano essere un elemento intrin-
seco costitutivo della patogenesi e delle disfunzioni
delle alte vie aeree nelle SDB.40

Da notare come un’attenta analisi dei potenziali
fattori confondenti tra i nostri pazienti come atopia,
rinite, asma e precedenti allergie suggerisce che le
concentrazioni di leucotrieni nellTEBC sono aumen-
tate nei SDB pediatrici, indipendentemente da que-
sti fattori confondenti. E anche importante enfatiz-
zare che non & possibile escludere una contamina-
zione nel’EBC dalle basse vie aeree usando il nostro
metodo di raccolta, e percio bisognerebbe considerare
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i nostri campioni EBC come di maggiore espres-
sione delle vie aeree alte rispetto alle basse invece
che di esclusiva espressione delle alte vie aeree.

Abbiamo precedentemente riportato che elevate
concentrazioni di leucotrieni erano presenti nel tes-
suto adenotonsillare di bambini con SDB sottoposti
a T&A.!9 Questo studio espandetali dati e mostra
che I'innalzamento dei valori di leucotrieni nelle alte
vie aeree nei bambini con SDB puo essere identifi-
cato nei bambini con fenomeni di russamento, e
particolarmente quando il loro SDB ¢ di sufficiente
gravita da giustificare un intervento T&A. Diversa-
mente da altre condizioni di infiammazione delle vie
respiratorie,*! non abbiamo rilevato nessun aumento
dei livelli di prostaglandine nellEBC di bambini con
SDB. Mentre non possiamo dedurre gli esatti mec-
canismi patogenetici sottostanti all’attivazione e al-
I'amplificazione dei processi infiammatori nelle alte
vie aeree dei bambini con fenomeni di russamento,
e in particolare di quelli che richiedono trattamento
per SDB, 'aumento dell’espressione dei leucotrieni
puo riflettere attivazione di sottopopolazioni selet-
tive di cellule infiammatorie (come neutrofili o altre
cellule infiammatorie mieloperossidasi positive)!?
che migrano verso questi siti di infiammazione o
sono state up-regolate dalle locali citochine in questi
siti infiammatori (cioé tonsille ed adenoidi). Infatti, i
neutrofili possono migrare nei tessuti tonsillari,*> e-
sprimono il recettore 1 cys-LT! e percid possono a-
vere un ruolo, come in altre condizioni tra cui I'a-
sma,*> nella proliferazione del tessuto linfo-adenoideo
o nell’aumentata collassabilitd delle alte vie aeree
associata con SDB nei bambini.4* Mentre abbiamo
in precedenza mostrato che I'antagonista del recet-
tore 1 cys-LT & di beneficio nella gestione dei bam-
bini con lieve SDB,! il fatto che sia LTB, che cys-
LT sono aumentati nellEBC dei bambini con piu
grave SDB fa sorgere la possibilita di usare un inibi-
tore della 5-lipossigenasi per trattare questa condi-
zione, visto che cosi sarebbe inibita la sintesi sia del
LTB, che dei cys-LT.

Da notare come le differenze nel BMI tra i vari
gruppi potrebbero in teoria influenzare il grado di
infiammazione, in quanto 'obesita & stata collegata
all'aumentata presenza di mediatori dell'infiamma-
zione. Noi crediamo che I'infiammazione delle alte
vie aeree, manifestata come un aumento dei livelli
di lecotrieni nellEBC, rappresenti processi locali
nelle vie aeree piuttosto che riflettere un coinvolgi-
mento sistemico; percio, la possibilita che I'obesita
contribuisca a questo processo sembra essere meno
probabile.#>

Riassumendo, abbiamo mostrato come I'EBC pos-
sa essere prontamente usato come un metodo di va-
lutazione dell'infiammazione delle alte vie aeree nei
bambini con SDB. Questo strumento potrebbe esse-
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re potenzialmente utile in campo clinico per la valu-
tazione di pazienti pediatrici con fenomeni di russa-
mento.
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