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RIASSUNTO

INTRODUZIONE

La broncopneumopatia cronica ostruttiva (BPCO) rappresenta una delle principali cause di
morbilitd e mortalitd nel mondo. Nel 2001 I'Organizzazione Mondiale della Sanitd, infatti, ha
dichiarato che la BPCO era la quinta causa di morte nei paesi ad alto reddito e la sesta in
guelli a medio e basso reddito e si stima che nel 2020 la BPCO diverrd la terza causa di morte
in tutto il mondo.

La BPCO é definita “una malattia prevenibile e trattabile con importanti effetti
extrapolmonari che, nei singoli pazienti, possono contribuire alla gravita della patologia. La
sua componente polmonare & caratterizzata da una limitazione al flusso aereo non
completamente reversibile, progressiva ed associata ad un’anomala risposta infiammatoria
conseguente all'inalazione di particelle nocive o gas”.

La BPCO & una patologia a predisposizione genetica, quindi I'esposizione a fattori di rischio
estrinseci, primo fra tutti il fumo di sigaretta, non costituisce una condizione sufficiente allo
sviluppo delle manifestazioni cliniche proprie della malattia, ma si deve sovrapporre ad uno
stato di suscettibilita individuale.

Numerosi studi hanno dimostrato che i pazienti con BPCO sviluppano una risposta
infammatoria anomala, in quanto amplificata ed in grado di automantenersi anche una
volta rimosso I'agente irritante. Nella BPCO I'infiammazione cronica interessa le vie aeree
cenftrali e periferiche, il parenchima polmonare, i vasi polmonari e si estende anche al di fuori
del tessuto polmonare, coinvolgendo i linfonodi loco-regionali e la circolazione sistemica. |l
processo inflammatorio € caratterizzato dall’infiltrazione tissutale da parte di linfociti T CD8*, i
quali presentano un'aumentata espressione delle citochine che caratterizzano la risposta
immunitaria di tipo 1, tfra cui I'lIFN-y.

IL-32 € una citochina di recente scoperta, la cui espressione & indotta in vitro nei linfociti T,
nelle cellule natural killers, nelle cellule epiteliali polmonari e nei monociti, stimolati da
citochine proinfiammatorie tipiche della risposta immunitaria di tipo 1, quali IFN-y, IL-18, IL-1p
e IL-12. Il gene che codifica per IL-32 € localizzato nel cromosoma 16p13.3 ed e formato da
otto esoni, che mediante splicing alternativo, danno origine alle sei varianti note della
citochina (IL-32a, IL-32B, IL-326, IL-32y, € e (). IL-32 pud indurre |'espressione di TNF-a e di altre
citochine attraverso I'attivazione del fattore nucleare-kB (NF-kB) e della protein-chinasi
attivata dai mitogeni p38 (MAPK-p38), dimostrando di possedere caratteristiche tipiche delle
citochine proinfiammatorie. Inolire, recenti studi in vifro ed in vivo hanno evidenziato che IL-
32 potrebbe rivestire un ruolo importante nella risposta immune sia innata che acquisita. In
particolare un’aumentata produzione di IL-32 € stata dimostrata nei soggetti affetti da artrite

reumatoide e dal Morbo di Crohn. L'espressione di IL-32 non € mai stata indagata nella



BPCO, malaftia infiammatoria cronica delle vie aeree la cui patogenesi, secondo ipotesi
recenti, pofrebbe contemplare una componente autoimmune. Abbiamo quindi ritenuto
particolarmente interessante analizzare il ruolo di questa nuova citochina nella patogenesi
BPCO.

OBIETTIVI

Lo scopo di questa tesi & stato quello di quantificare I'espressione di IL-32 in pazienti affetti da
BPCO a differenti stadi di gravitd e di confrontarla con quella presente in soggetti fumatori
con funzionalitda respiratoria normale e in soggetti di controllo non fumatori. L'espressione di
IL-32 & stata quindi correlata alla risposta infiammatoria cellulare e ai parametri clinico-
funzionali caraftteristici della malattia. Il ruolo di IL-32 e dell’attivazione linfocitaria e stato
inolfre indagato in pazienti affefti da BPCO molto grave a patogenesi diversa, quantificando
I'espressione di questa citochina ed il numero di follicoli linfoidi presenti nei polmoni nativi di
soggetti sottoposti a trapiantato polmonare per enfisema in stadio avanzato con e senza
deficit di alfal-antitripsina (AAT). Inoltre, al fine di studiare I'espressione polmonare di IL-32
framite manovre non invasive, abbiamo analizzato I'espressione di questa citochina nelle
cellule dell’espettorato indofto di pazienti affetti da BPCO e I'abbiamo confrontata con

quella presente in soggetti fumatori e non fumatori sani.

METODI

L'espressione di IL-32 € stata quantificata in campioni chirurgici polmonari prelevati da 40
soggetti con BPCO (VEMS 38+4% del teorico), 11 fumatori asinfomatici con funzionalita
polmonare nella norma (VEMS 101+3% del teorico) e 9 conftrolli non fumatori (VEMS 107+6%
del teorico). Su questi campioni di tessuto & stata eseguita I'analisi morfometrica al fine di
quantificare la produzione di IL-32 e di TNF-a nei macrofagi alveolari, nelle pareti alveolari, nei
bronchioli e nelle arteriole. L'espressione di IL-32 & stata inolire correlata al livello di
fosforilazione di p38 MAPK, al numero di neutrofili e di linfociti T CD8* infiltranti le pareti
alveolari e al grado di ostruzione delle vie aeree.

L'espressione di IL-32 € stata poi valutata in campioni chirurgici polmonari ottenuti da 10
soggetti affetti da BPCO molto grave (GOLD IV) con deficit di AAT (VEMS 19+2% del teorico),
12 soggetti con BPCO molto grave (GOLD IV) e normali livelli di AAT (VEMS 18+2% del teorico),
11 fumatori di controllo (VEMS 102+3% del teorico) e 9 non fumatori di controllo, asintomatici
e con funzionalita respiratoria nella norma (VEMS 108+6% del teorico). IL-32 & stata
quantificata a livello dei macrofagi alveolari, delle cellule dei setti alveolari e dei follicoli
linfoidi del parenchima polmonare.

Inoltre abbiamo quantificato il numero e la distribuzione dei follicoli linfoidi nei polmoni nativi
di 9 soggeftti affetti da BPCO molto grave (GOLD IV) con deficit di AAT (VEMS 19+2% del
teorico) e 27 soggetti con BPCO molto grave e livelli normali di AAT (VEMS 20+2% del teorico),



softoposti a trapiantato polmonare per enfisema in stadio avanzato. Infine, per studiare
I'espressione di IL-32 a livello polmonare tramite metodiche non invasive, abbiamo
quantificando I'espressione di questa citochina nelle cellule dell’espettorato indotto di 19
pazienti affetti da BPCO e I'abbiamo confrontata con quella presente in 17 soggetti fumatori

e 12 non fumatori con funzionalitd polmonare nella norma.

RISULTATI

Nei macrofagi alveolari, nelle pareti alveolari e nell’epitelio bronchiolare I'espressione di IL-32
era aumentata in modo significativo nei fumatori con BPCO rispetto ai soggetti di confrollo
fumatori e non fumatori (p=0.0014 e p<0.0001). L'espressione di TNF-a era significativamente
aumentata nei soggetti affetti da BPCO rispetto ai conftrolli non fumatori sia nei macrofagi
alveolari (p<0.0001) che nelle pareti alveolari (p<0.018). Inolire I'espressione di IL-32 correlava
positivamente con |'espressione di TNF-a (p<0.0001, r=0.7), con il numero di cellule CD8*
(p=0.006, r=0.46) e con il livello di fosforilazione della p38 MAPK (p=0.005, r=0.51), e
negativamente con i valori di VEMS (p<0.0001, r=-0.53).

Per quanto riguarda la quantificazione di IL-32 in soggetti affetti da BPCO molto grave,
nessuna differenza significativa e stata evidenziata nell’espressione di questa citochina tra i
soggetti con deficit di AAT e quelli con livelli normali di questa antiproteasi. In particolare
I'espressione di IL-32 nei macrofagi alveolari e nelle pareti alveolari era significativamente
aumentata nei soggetti con BPCO sia con deficit di AAT che in quelli con livelli normali di
AAT, rispetto ai fumatori con funzionalitd polmonare nella norma e ai controlli non fumatori
(p<0.005 per ogni confronto). Nei follicoli linfoidi I'espressione di IL-32 era significativamente
aumentata nei soggetti con BPCO e livelli normali di AAT rispetto ai fumatori e ai non fumatori
di controllo (p<0.05 per ogni confronto). Un trend simile & stato osservato per i pazienti con
deficit di AAT (p<0.06 per ogni confronto).

La guantificazione dei follicoli linfoidi parenchimali nei soggetti affetti da BPCO molto grave
ha dimostrato che il numero totale di follicoli era aumentato nei soggetti con deficit di AAT,
rispetto ai soggetti con livelli di AAT nella norma (p=0.0002).

Infine I'espressione di IL-32 & stata osservata a livello delle cellule macrofagiche
dell’espettorato indotto, soprattutto a livello citoplasmatico. Tale espressione e risultata
elevata sia nei soggetti affetti da BPCO che nei soggefti fumatori e non fumatori sani, senza

differenze significative tra i fre gruppi di soggetti esaminati.

CONCLUSIONI

In conclusione, il nostro lavoro ha dimostrato un importante aumento dell’espressione di IL-32
nel polmone periferico dei pazienti affetti da BPCO rispetto ai soggetti di controllo fumatori e
non fumatori. Inoltre I'espressione di IL-32 & risultata aumentata sia nei pazienti affetti da

BPCO molto grave con livelli di AAT nella norma che in quelli con deficit di AAT. Questi risultati



suggeriscono che IL-32 possa avere un ruolo importante nella persistenza della risposta
infiammatoria, contfribuendo alle alterazioni anatomopatologiche ftipiche della BPCO. Nei
pazienti con deficit di AAT i meccanismi patogenetici sembrano inolire coinvolgere
un'importante risposta immunitaria, in cui I'espressione di IL-32 e |'aftivazione linfocitaria
potrebbero contribuire alla perpetuazione del danno polmonare.

| nostri dati suggeriscono infine che I'analisi dell’espettorato indotto, quale metodica non
invasiva, pofrebbe non riflettere accuratamente i meccanismi patogenetici presenti nel
polmone profondo. Le cellule a livello delle vie aeree centrali infatti potrebbero essere
soggette ad una stimolazione infiammatoria diversa rispetto alle cellule del parenchima

polmonare.



ABSTRACT

BACKGROUND

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is a leading cause of morbidity and mortality
in countries of high, middle, and low income. Estimates from WHO's Global Burden of Disease
show that in 2001, COPD was the fifth leading cause of death in high-income countries and
the sixth in nations of low and middle income.

The working definition of COPD is "a preventable and freatable disease with some significant
extrapulmonary effects that may confribute to the severity in individual patfients. Ifs
pulmonary component is characterized by airflow limitation that is not fully reversible. The
airflow limitation is usually progressive and associated with an abnormal inflammatory
response of the lungs to noxious particles or gases”. COPD is a classic gene-by-environment
disease with various manifestations that reflect both the individual suscepftibility and the
degree of exposure to irritants, of which cigarette smoking is the most frequent. A number of
studies in the past have demonstrated that, in patients with COPD, a chronic inflammation is
present throughout the airways, lung parenchyma and pulmonary vasculature and extends
even outside the lung, involving lymph nodal stafions and the systemic circulation. This
inflammatory response is characterized by tissue infilfration of CD 8+ T lymphocytes, which are
shifted foward a type 1 profile with production of IFN-y among other cytokines.

Interleukin (IL)-32 is a recently described cytokine produced by T lymphocytes, natural killer
(NK) cells, monocytes and epithelial cell lines. Of particular importance, I1L-32 is prominently
induced by interferon (IFN)-y in lung epithelial cells and monocytes in vitro. The gene
encoding IL-32, which is organized into eight exons, is located on human chromosome
16p13.3 and may be transcribed in six splice variants (IL-32a, IL-32p, IL-326, IL-32y, € and ). IL-
32 exhibits several properties typical of proinflammatory cytokines. For example, it has been
described as an inducer of TNF-a and many other cytokines through the activation of nuclear
factor-kB (NF-kB) and p38 mitogen-activated protein kinase (MAPK). IL-32 has recently
emerged as an important player in innate and adaptive immune responses in vifro. In
humans, there are only two in vivo studies which have demonstrated upregulation of IL-32,
one in rheumatoid arthritis and the other in Crohn’s disease. Whether IL-32 is also implicated in

the pathogenesis of COPD still remains to be investigated.

AIM

The aim of this study was to quantify the expression of IL-32 in the lung tissue of COPD patients
at different stages of severity. Moreover, we compared it with the production of IL-32 in
smokers with normal lung function and in non-smoking conftrols. Indeed, the expression of IL-
32 was correlated with the cellular inflammatory infiltfration and with the spirometrical

parameters that characterize the disease. The role of IL-32 and lymphocyte activation was



also investigated in very severe COPD patients with different pathogenesis. We quantified the
expression of IL-32 and the lymphoid follicle number in the native lung parenchyma of COPD
subjects undergoing lung fransplantation for end-stage emphysema with and without
alphal-antitrypsin (AAT) deficiency. Moreover to study the expression of IL-32 in the lung using
non invasive tools, we analyzed the expression of this cytokine in the induced sputum of
COPD patients and we compared these results with those obtained from control smokers and

non-smokers.

METHODS

The expression of IL-32 was quantified in surgically resected specimens from 40 smokers with
COPD (FEV1 38%4% pred), 11 asymptomatic smokers with normal lung function (FEV1 101+3%
pred) and 9 non-smoking conftrols (FEV1 107+6% pred). In fact, in these lung specimens we
performed morphometric analysis to quantify IL-32 and TNF-a in alveolar macrophages,
alveolar walls, bronchioles and arterioles. Moreover, the expression of IL.-32 was correlated
with phosphorylation of p38 MAPK, with the number of neutrophils and CD8+* T cells infiltrating
the alveolar walls, and with the degree of airway obstruction.

The expression of IL-32 was also analyzed in surgical lung samples from 10 very severe COPD
(GOLD 1V) with AAT deficiency (FEV1 19+2% pred), 12 very severe COPD (GOLD IV) with
normal levels of AAT (FEV1 18+2% pred), 11 asymptomatic smokers with normal lung function
(FEV1 102+3% pred) and 9 non-smoking confrols (FEV1 108+6% pred). We quantified IL-32
expression in alveolar macrophages, alveolar walls and parenchymal lymphoid follicles.
Moreover, we numbered and characterized the distribution of lymphoid follicles in the native
lungs of 9 very severe COPD (GOLD IV) with AAT deficiency (FEV1 19+2% pred) and 27 very
severe COPD (GOLD IV) with normal levels of AAT (FEV1 20+2% pred) undergoing lung
fransplantation for end-stage emphysema.

Finally to study IL-32 expression in the lung using non invasive methods, we analyzed the
expression of this cytokine in the sputum cells of 19 COPD patients and we compared these

results with those obtained from 17 control smokers and 12 control non-smokers.

RESULTS

IL-32* macrophages were increased in smokers with COPD compared to control smokers and
non-smokers (p=0.0014 and p<0.0001). A similar pattern was observed even in alveolar walls
and bronchiolar epithelium. TNF-a expression was increased in smokers with COPD as
compared to non-smokers both in alveolar macrophages (p<0.0001) and alveolar walls
(p=0.018). Moreover, IL-32 expression was positively correlated with TNF-a (p<0.0001, r=0.7),
CD8* cells (p=0.006, r=0.46) and phospho p38 MAPK (p=0.005, r=0.51), and negatively with
FEV1 values (p<0.0001, r=-0.53).



IL-32 expression was similar in very severe COPD patients with and without AAT deficiency. In
particular IL-32+* macrophages and IL-32* alveolar wall cells were increased in these two
COPD patient groups compared to smokers and non-smokers with normal lung function
(p<0.005 for all). IL-32 expression was increased in lymphoid follicles with COPD and normal
levels of AAT compared to smoker and non-smokers confrols (p<0.05 for all). A similar tfrend
was observed for COPD patients with AAT deficiency (p<0.06 for all).

The quantification of lymphoid follicles showed that these were a frequent occurrence in
subjects with severe emphysema both with and without AAT deficiency. In particular the total
number of lymphoid follicles was increased in patients with AAT deficiency as compared to
subjects with normal levels of AAT and this was mainly due to a higher number of
parenchymal lymphoid follicles (p=0.0002).

Finally, IL-32 expression was observed in the macrophages of induced sputum, particularly in
the cytoplasm. This expression was high not only in COPD subjects but also in smoker and non-

smoker controls.

CONCLUSIONS

This study demonstrates, for the first fime, upregulation of IL-32 in the peripheral lung of COPD
patients that was correlated with the production of TNF-a and with the degree of airway
obstruction. IL-32 expression was also increased in peripheral lung of very severe COPD either
with AAT deficiency or without AAT deficiency. From these results we can gather that [L-32
may play a role in the persistence of the immune response leading to tissue damage in
COPD. Moreover, in AAT deficient patients as well the pathogenetic mechanisms seem to
involve an important immune response characterized by IL-32 expression and lymphoid
activation leading to perpetuated lung damage.

Finally, we conclude that induced sputum analysis may not accurately reflect the
pathogenetic mechanisms of peripheral lung. In fact, cells in the central airways could be

stimulated by an inflammatory process different from that present in the lung parenchyma.






INTRODUZIONE

LA BRONCOPNEUMOPATIA CRONICA OSTRUTTIVA (BPCO)

DEFINIZIONE

La Broncopneumopatia Cronica Ostruttiva € una malattia prevenibile e trattabile con
significativi effetti extrapolmonari che possono contribuire alla gravitd della malattia nei
singoli pazienti. La sua componente polmonare e caratterizzata da una limitazione al flusso
aereo che non & completamente reversibile. La limitazione al flusso & generalmente
progressiva e associata ad una risposta infiammatoria polmonare anomala a particelle

nocive o gas [1].

Il fumo di sigaretta & ritenuto a livello mondiale il principale fattore di rischio per lo sviluppo di
BPCO, anche se nei Paesi in via di sviluppo I'inquinamento derivante dalla combustione del
legno e di altre biomasse rappresenta un importante fattore predisponente allo sviluppo di
fale patologia. L'esposizione al fumo di sigaretta determina il reclutamento di cellule
infiammatorie, in particolar modo macrofagi e neutrofili, e le induce a secernere sostanze in
grado di aftivare i linfociti T perpetuando l'infiammazione. L'infiammazione cronica
comporta il imodellamento e il restringimento delle piccole vie aeree (bronchiolite) e causa
la distruzione del parenchima e la perdita degli attacchi alveolari che sono responsabili della
riduzione del ritorno elastico polmonare (enfisemal).

Rispetto al passato I'attuale definizione di BPCO non comprende piU I'enfisema e la
bronchite cronica come entitd cliniche distinte, poiché questi non rappresentano due
fenofipi che si escludono mutualmente, anzi molto spesso le due condizioni coesistono e si
sovrappongono [2]. L'enfisema viene diagnosticato su base anatomo-patologica, mentre la
bronchite cronica € definita sulla base di criteri clinici. Infatti, il termine enfisema polmonare
definisce una condizione che si presenta con abnorme e permanente dilatazione degli spazi
aerei distali al bronchiolo terminale, distruzione delle loro pareti ed assenza di evidenti segni
di fibrosi [2]. La bronchite cronica viene definita invece clinicamente, sulla base della
presenza di tosse ed espettorazione per alimeno fre mesil’anno, per due anni consecutivi [2].
La definizione di BPCO, assunta a livello internazionale, mette in risalto la presenza di
un'ostruzione non completamente reversibile come caratteristica fondamentale di tale
patologia e che consente di porre diagnosi differenziale con I'asma bronchiale che, invece,
si caratterizza per la presenza di un’'ostruzione reversibile. Tuttavia i confini fra asma

bronchiale e BPCO sono alquanto sfumati, infatti I'asma costituisce un fattore dirischio per lo



sviluppo di un'ostruzione persistente al flusso aereo, ed € altrettanto possibile che le due
patologie coesistano indipendenti nello stesso paziente [1].

La recente definizione, inoltre, non considera piu la BPCO una semplice malattia respiratoria,
ma una malattia sistemica con significativi effetti extrapolmonari che possono influenzare la
lo stato di salute e qualitd di vita del paziente [1]. La BPCO si associa, infatti, ad altre malattie
croniche definite comorbiditad che hanno un significativo effetto sulla prognosi. Le principali
comorbiditd si riscontrano a livello del sistema cardiovascolare: insufficienza cardiaca
cronica, coronaropatie, infarto del miocardio, aritmie, vasculopatie periferiche ed embolia
polmonare [1,3,4]. Le altre comorbiditd riguardano le alterazioni del metabolismo osseo
(osteopenia, osteoporosi), ematologiche (anemia normocitica, normocromica), muscolari
(perdita della massa muscolare), alterazioni nutrizionali e cachessia (aumento del dispendio
energetico e del catabolismo), infiammazione sistemica (aumento di PCR, IL-6, IL-8, TNF-q,
cellule inflammatori e circolanti, stress ossidativo sistemico), depressione. Esiste, inoltre, una
associazione con il carcinoma polmonare, il cui significato non e totalmente chiaro [1,4];
infatti & possibile che tale associazione sia dovuta a fattori di rischio comuni tra BPCO e
carcinoma polmonare, alla presenza di una predisposizione genetfica o ad un'alterata

clearance dei carcinogeni, che favorirebbero I'insorgenza di enframbe queste due malattie.

EPIDEMIOLOGIA

La BPCO e una delle principali cause di morbiditd e mortalitd nel mondo ed € correlata ad
un costo economico e sociale in costante aumento. La prevalenza, la morbiditd e la
mortalitd sono maggiori nei Paesi industrializzati a causa dell’abitudine tabagica e
dell'invecchiamento della popolazione, tuttavia sono elevate anche nei Paesi in via di

sviluppo per I'esposizione all'inquinamento di combustibili del legno ed altre biomasse [1].

PREVALENZA

La BPCO colpisce tutte le popolazioni, ma la sua prevalenza € maggiore nei paesi
industrializzati e aumenta con la senescenza, anche se pud colpire I'etd giovanile. Studi
epidemiologici hanno dimostrato che il 10% dei soggetti fra i 20 e i 44 anni presenta tosse ed
espettorato senza segni di ostruzione bronchiale e che il 3,6% presenta sinftomi con ostruzione
bronchiale (stadio GOLD I-lll). La BPCO interessa entrambi i sessi, con una predilezione per il
sesso maschile. In realtd negli ultimi anni si € registrato un netto incremento del tasso di
prevalenza nel sesso femminile dovuto alla diffusione dell’abitudine tabagica [1,5,6]. La
prevalenza complessiva, che in Europa € del 4-6%, € caratterizzata da un continuo

incremento rispetto ai dati degli anni '80.
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MORBILITA

Nel 1990 la BPCO era la 12° causa al mondo di “perdita di anni di vita in buone condizioni di
salute” (DALYs, Disability Adjusted Life Years), responsabile del 2,1 % del totale. Secondo le
previsioni nel 2020 occuperad il 5° posto dopo la cardiopatia ischemica, la depressione grave,
gli incidenti stradali e le vasculopatie cerebrali. Questo sostanziale aumento, riflette in gran
parte, I'aumentato uso di tabacco in molti Paesi e I'aumento dell’aspettativa di vita nelle
popolazioni dei Paesi in via di sviuppo [1]. In Italia la BPCO risulta al seftimo posto nella
classifica delle malattie che piu frequentemente richiedono I'ospedalizzazione; secondo una
recente stafistica, condotta dal Ministero della Salute, dal 2000 al 2003 si sarebbe verificato
un incremento dei ricoveri annuali in regime ordinario per riacutizzazione di BPCO. Nella stima
di morbilitd per BPCO sarebbe corretto considerare solo il ricorso all’atto medico,
diretftamente correlato alle conseguenze della malattia, ma non &€ sempre facile distinguere
le cause che hanno portato il paziente a richiedere una prestazione medica. Si spiega quindi
perché la morbilitd per BPCO sia influenzata da altre comorbilitd che possono avere un
impaftto sullo stato di benessere generale del paziente o che possono interferire con il
trattamento della malattia. Viceversa I'impatto della BPCO viene sottostimato se la morbilita
per questa malattia e aftribuita ad un'altra malattia coesistente. In ogni caso i dati a
disposizione dimostrano che la morbilitd & superiore nel sesso maschile e che aumenta con

I'etd.

MORTALITA

La BPCO e una delle piu importanti cause di morte; a livello mondiale si stima, infatti, che
rappresenti la quinta causa di morte e negli Stati Uniti la quarta causa di morte dopo le
malattie cardiovascolari, le neoplasie e le malattie cerebrovascolari. Secondo
I'’Organizzazione Mondiale della Sanitd, la BPCO ha provocato 2,8 milioni di decessi nel 2000
e ha previsto che nel 2020 diventerd la terza causa di morte [7]. Le piU recenti linee guida
dimostrano che dal 1965 al 1998 si & verificato un costante incremento della mortalitd per
BPCO al confrario di quanto osservato per altre patologie croniche, in particolare le
coronaropatie, I'infarto e le malattie cerebrovascolari (Figura 1). Per quanto riguarda I'ltalia,
le malattie dell'apparato respiratorio rappresentano la terza causa di morte, e il 50% &
attribuibile alla BPCO.

Le fasce di etd piu colpite sono quelle piU avanzate, dove la malattia si presenta pivu
facilmente negli stadi grave e molto grave, e dove sono spesso presenti comorbidita che
influenzano negativamente il decorso della malattia e inficiano la qualitd di vita del
paziente. Attualmente la distribuzione della mortalitd nella popolazione dimostra una
predilezione per I'etd anziana e per il sesso maschile (dove la mortalitd e 2-3 volte maggiore

rispetto al sesso femminile), ma non si esclude che nei prossimi anni la mortalitd per BPCO nel
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sesso femminile eguaglierd, o addirittura supererd, quella del sesso maschile, ricalcando
I'andamento della prevalenza della BPCO.

Tra i fattori correlati con I'aumento del rischio di mortalitd spicca il ruolo della riduzione della
funzionalitd respiratoria, non soltanto per la mortalita attribuibile alla BPCO, ma anche per
altre cause [8]. In particolare si ricorda che una riduzione del 10% del valore del VEMS teorico
(Volume Espiratorio Massimo nel primo Secondo) aumenta del 14% il rischio di mortalita per
tutte le cause e del 28% per malattie cardiovascolari; inoltre aumenta I'incidenza di eventi

coronarici non fatali del 20% [9].

3.0
2.5
2.0
1.5
1.0

0.5

0 -64%

1965 - 1998 1965 - 1998 1965 - 1998 1965 - 1998 1965 - 1998

Figura 1. Variazione percentuale della mortalitd, aggiustata per I'etd, in USA 1965-1998.
Tratta da: Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD) 2008.
http://www.goldcopd.org.

IMPATTO ECONOMICO E SOCIALE

La BPCO rappresenta un'importante fonte di spesa sanitaria, che risulta tanto maggiore
quanto piu grave & la malattia; inoltre, nei Paesi Sviluppati, le riacutizzazioni sono responsabili
dell’onere maggiore per il servizio sanitario [1].

La BPCO & una patologia che richiede frequenti visite mediche, ospedalizzazioni, accessi al
pronto soccorso, il ricorso alla ventilazione meccanica ed interventi chirurgici; questi costi
diretti richiedono, a livello Europeo, una spesa pari al 6% dell’ammontare dell'intero budget
sanitario [1].

| costi per BPCO sono elevati ed aumenteranno proporzionalmente all’invecchiamento della
popolazione, all'incremento della prevalenza della malattia e al costo degli interventi medici
e di salute pubblica gid esistenti [1].

La dimensione globale della BPCO crescerd enormemente quando si manifesteranno le

conseguenze del diffondersi dell’abitudine tabagica nei Paesi in via di sviluppo.
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FATTORI DI RISCHIO

La prima fase dello sviluppo delle strategie di prevenzione e trattamento della BPCO si basa
sull'identificazione dei fattori di rischio; ad esempio, I'identificazione del fumo di sigaretta
come il piu importante fattore di rischio, ha contribuito alla realizzazione di programmi di
disassuefazione dal fumo come elemento chiave nella prevenzione dello sviluppo della
BPCO.

La BPCO € una malattia a patogenesi multifattoriale, nella quale giocano un ruolo
determinante, sia fattori individuali (in genere non modificabili), sia I'esposizione a fattori
ambientali. Possiamo pertanto dire che esiste una componente intrinseca di malattia,
determinata dalla predisposizione individuale del soggetto, e una componente estrinseca,
che invece dipende dall’ambiente in cui il soggetto € inserito e dal suo stile di vita (Tabella
1). Spesso nello stesso soggetto € possibile individuare la compresenza di piu fattori di rischio
per lo sviluppo di BPCO, che, quindi, potranno avere un effetto sinergico, potenziandosi I'un

I'altro. Talvolta, invece, la malattia puo insorgere in soggetti apparentemente non a rischio.

Ambientali Individuali

g Fumo disigaretta g Deficit di al-antitripsina
% Inguinamento outdoor e indoor g Altri fattori genetici
@ Esposizione professionale Z Eta
(polveri organiche e inorganiche) @ Comorbilitd
@ Stato socio-economico @ Peso alla nascita
@ Nuftrizione @ Accrescimento polmonare

@ Infezioni

Tabella 1. Fattori di rischio per lo sviluppo della BPCO.

FATTORI AMBIENTALI

o Fumo di sigaretta (attivo/passivo/materno). E' il principale fattore di rischio per la BPCO,
infatti & responsabile del 0% di tutti i casi di BPCO. Si stima inoltre che il 30% dei fumatori

oltre i 40 anni presenti una limitazione al flusso aereo. Nonostante cio il fumo non

costituisce un fattore sufficiente per lo sviluppo di malattia come confermato dal fatto
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che solo il 15-20% dei forti fumatori sviluppa BPCO [1]. | costituenti del fumo piu lesivi sono i
radicali liberi e I'ossido di azoto che danneggiano il tessuto polmonare mediante diversi
meccanismi: aumentano la liberazione di enzimi proteolitici da parte dei macrofagi e dei
neutrofili, inferagiscono direftamente con i costituenti cellulari (causando, ad esempio,
perossidazione dei lipidi di membrana ed il clivaggio delle proteine) e interferiscono con
le difese antiproteolitiche del polmone [10]. Parallelamente si assiste, da un punto di vista
istologico, alla comparsa di infiltrati infiammatori e di fenomeni di riparazione tessutale del
polmone. Questi processi conducono da un lato all'ispessimento delle pareti bronchiali,
con riduzione del calibro delle vie aeree, dall'altro alla distruzione dei sefti alveolari.
Clinicamente i fumatori hanno la piu alta prevalenza di sintomi respiratori e un aumentato
tasso di declino annuo del VEMS. Fletcher e Peto, in uno studio prospettico di ofto anni su
lavoratori londinesi hanno dimostrato che il declino medio del VEMS nei fumatori (60
ml/anno) & piu rapido rispetto ai non fumatori (30 ml/anno) e che i fumatori affetti da
BPCO hanno un declino medio del VEMS addirittura superiore ai 60 ml all’anno [11]. E
stato dimostrato che I danno da fumo di sigaretta sull'apparato respiratorio €
cumulativo, cioé dipende dalla quantitd e dalla durata dell’esposizione, ovvero dal
numero di sigarefte fumate ogni giorno [12] e dal numero di anni passati a fumare.
L'unico intervento utile per rallentare il processo patologico indotto dal fumo & smettere
di fumare [11,13,14,15]. Chi smette di fumare in etd adulta, tra i 35 e i 45 anni, presenta
una curva di riduzione del VEMS che si pone a metd strada fra quella dei non fumatori e
quella dei fumatori persistenti. Inoltre anche smettendo di fumare in etd avanzata, ad
esempio a 65 anni, la riduzione del VEMS e sempre minore di quella dei fumatori

persistenti (Figura 2).
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Figura 2. Declino annuo del VEMS nella popolazione generale in relazione
all’esposizione al fumo di sigaretta.
(Adattata, da Fletcher and Peto, Br Med J 1977; 1: 1645-48).



Inquinamento outdoor/indoor. L'inquinamento outdoor, ovvero l'inquinamento
atmosferico, agisce come cofattore, contribuendo ad aumentare la quantitd totale di
particelle inalate. Numerosi studi evidenziano ['esistenza di un’associazione fra
I'esposizione a lungo termine all'inquinamento da fraffico veicolare, il declino della
funzionalitd polmonare e la presenza di BPCO [16]. Inoltre indagini epidemiologiche
indicano che I'esposizione all'inquinamento atmosferico pud causare anche effetti acuti,
quali I'incremento dei ricoveri ospedalieri e I'aumento del numero giornaliero di decessi
[17]. L'inguinamento indoor deriva dalla combustione di biomasse usate per la cottura
dei cibi e il riscaldamento in ambienti scarsamente venftilati [18-24] Questo fipo di
inquinamento & un importante fattore di rischio nei Paesi in via di sviluppo, soprattutto nel
sesso femminile.

Esposizione professionale. L'esposizione professionale a polveri e ad agenti chimici puo
essere responsabile dei sinfomi e delle alterazioni funzionali caratteristici della BPCO [17].
Le sostanze maggiormente coinvolte sono la polvere del grano, le fibre tessili, il cadmio, il
carbone, i metalli pesanti e le esalazioni da saldature e sostanze adesive. Circa il 15-19%
delle BPCO che insorgono nei fumatori pud essere riconducibile ad esposizioni
professionali e questa percentuale sale al 30% nei soggetti non fumatori che sviluppano
la malattia [25]. Un recente studio epidemiologico ha dimostrato che I'esposizione a
polveri predispone ad un accelerato declino della funzione polmonare che si associa allo
sviluppo di sinfomi respiratori. La riduzione del flusso aereo comporta un aumento della
mortalitd per patologie cardiovascolari e respiratorie non neoplastiche [26].

Stato socio-economico. Un basso stato socioeconomico e direttamente correlato con lo
sviluppo della BPCO; i motivi non sono totalmente chiariti, anche se, &€ possibile una
correlazione con I'inquinamento outdoor/indoor e con lo sviluppo polmonare fetale [27].
Nutrizione. La malnutrizione e la perdita di peso sono responsabili della riduzione della
massa muscolare con conseguenti ripercussioni sulla forza e sulla resistenza dei muscoli
respiratori.

Infezioni. Le infezioni, virali e batteriche, olire ad essere le principali cause di
riacutizzazione della malattia, sono anche importanti fattori di rischio per lo sviluppo e la
progressione della BPCO. Studi effeftuati su bambini, con iperreattivitd bronchiale
scatenata da infezioni gravi, dimostrano un’associazione con la limitazione al flusso aereo
nell’adulto [27,28].

FATTORI INDIVIDUALI

Deficit di al-antitripsina (AAT). La carenza di AAT ¢ la principale anomalia genetica che
sia stata specificatamente correlata con la BPCO soprattutto di insorgenza in giovane

etd. L'AAT e un inibitore delle proteasi seriche, la cui sintesi avviene a livello epatico e, in
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misura minore, nei neutrofili e nei monoliti. L'AAT viene secreta nel torrente circolatorio
dove contrasta I'azione dell’elastasi dei neutrofili. Esistono 75 alleli noti di AAT ereditati
con modalitd autosomica codominante, che sono generalmente classificati come
normali (MM), deficitari, nulli o alterati. L'allele deficitario piu comune, denominato ZZ (o
fenotipo PiZZ) origina da una singola sostituzione amminoacidica (342 Glu—Lys) che
determina una polimerizzazione spontanea del polipeptide, impedendone il suo rilascio
dal fegato nel torrente circolatorio. I| materiale ritenuto a livello epatico provoca cirrosi
epatica, mentre la riduzione dei livelli circolanti porta a carenza antiproteasica e a
conseguente sviluppo precoce di enfisema polmonare, anche nei non fumatori [29].

Altri fattori genetici. Lo sviluppo della BPCO & correlata ad altri fattori ereditari, quali i
polimorfismi dell’ al- antichimotripsina (un'alfra proteina inibitrice delle proteasi), il deficit
dell’epossido idrolasi microsomiale e del glutatione-S-tfransferasi, proteine che riducono
I'azione ossidante del fumo di tabacco e dell’eme-ossigenasi-1 [30,31]. L'associazione tra
lo sviluppo di BPCO e il gruppo sanguigno (sistema ABO, secretore ABH, di Lewis), la
proteina di legame con la vitamina D, I'antigene di istocompatibilitd HLA e il TNF-a sono
ancora oggetto di studio [32,33].

Eta/Sesso. La broncoostruzione cronica si manifesta prevalentemente nei soggetti sopra i
65 anni come conseguenza di una maggiore esposizione ai faftori di rischio. Studi
epidemiologici del passato dimostrano una nefta prevalenza nel sesso maschile
(soprattutto nei Paesi industrializzati); tuttavia, i cambiomenti dell’abitudine al fumo di
tabacco hanno portato ad una riduzione del divario della prevalenza nei due sessi.
Sembra, inoltre, che il sesso femminile presenti una maggior suscettibilitd al fumo di
sigaretta e che pertanto abbia, a paritd di storia cumulativa di fumo, una predisposizione
maggiore allo sviluppo di BPCO, rispetto al sesso maschile [5,6].

Sviluppo polmonare. Qualsiasi fattore che condiziona lo sviluppo polmonare durante la
gestazione e l'infanzia predispone allo sviluppo di BPCO nella vita adulta, infatti & stata
dimostrata una correlazione fra basso peso alla nascita e VEMS nell’adulto. Una possibile
spiegazione deriva dall'associazione fra immaturitd polmonare ed infezioni delle vie
respiratorie contratte nell’etd infantile che predisporrebbero allo sviluppo della BPCO
nell’'etd adulta [27,34].



FISIOPATOLOGIA

La BPCO €& una malattia con ripercussioni a livello polmonare ed extrapolmonare. La
componente polmonare e caratterizzata da anomalie responsabili della riduzione del flusso
aereo e della compromissione degli scambi gassosi; la componente extrapolmonare, invece,
si associa a disfunzione dei muscoli respiratori, malattie cardiovascolari, disfunzione renale,

anemia, cachessia ed osteoporosi.

Riduzione del flusso aereo

| principali fattori determinanti il flusso aereo, come evidenziato dalle piu recenti linee guida,
sono la pressione di spinta che genera il flusso stesso e le resistenze che vi si oppongono. La
pressione di spinta dipende dalla forza diretrazione elastica del polmone, le resistenze invece
sono determinate dall’ostruzione delle vie aeree periferiche. Le cause della riduzione del

flusso aereo possono essere classificate in reversibili e ireversibili (Tabella 2).

CAUSE IRREVERSIBILI CAUSE REVERSIBILI

Accumulo di cellule infiammatorie,

Fibrosi della parete bronchiale muco ed essudato nei bronchi

Riduzione del ritorno elastico Contrazione della muscolatura liscia

Iperinsufflazione dinamica durante

Distruzione del supporto alveolare , R
I'esercizio fisico

Tabella 2. Cause della riduzione del flusso aereo nella BPCO.
Tratta da Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD 2008):
http://www.goldcopd.org.

La distruzione del tessuto polmonare, che caratterizza il quadro enfisematoso, determina la
riduzione degli scambi ventilatori e linfrappolamento d’aria nelle vie aeree distali
provocando iperinflazione alveolare; inoltre aumenta la collassabilitd delle vie aeree
periferiche per la perdita della trazione radiale che sostiene le stesse e che € normalmente
esercitata dagli attacchi alveolari.

Secondo la distribuzione del processo di distruzione alveolare, I'enfisema pud essere
classificato in centroacinare e panacinare. Nei pazienti con BPCO i due tipi di enfisema
spesso coesistono, ma nelle forme piu gravi si osserva la prevalenza del tipo panacinare.
L'enfisema panacinare €& caratterizzato dall'interessamento  completo ed uniforme

dell’acino, con disorganizzazione totale del suo quadro architettonico. Gli alveoli normali
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sono rimpiazzati da larghi spazi a parete softile e di forma irregolare, mentre i bronchioli
respiratori diventano difficimente identificabili nelle aree colpite. Questo tipo di enfisema
predilige prevalentemente i lobi inferiori, &€ associato al deficit genetico di AAT e, per questo
mofivo, si riscontra prevalentemente in soggeftti giovani. E'stato osservato che nei fumatori
con enfisema prevalentemente panacinare, la riduzione del flusso aereo & correlata alla
perdita di retrazione elastica ma non al grado di inflammazione delle vie aeree [35].
L'enfisema centroacinare & caratterizzato da distruzione e dilatazione dei bronchioli
respiratori con spazi aerei anomali localizzati attorno ai bronchioli terminali nella zona
centrale dell’acino, circondati da parenchima intatto. La localizzazione degli spazi aerei
distrutti, vicino al centro dei lobuli secondari, spiega perché I'enfisema centroacinare € detto
anche cenfrolobulare. Le pareti degli spazi enfisematosi spesso mostrano la presenza di un
infiltrato flogistico che pud essere associato ad aspetti fibrotici. Tale forma di enfisema si
localizza prevalentemente a livello dei lobi polmonari superiori, & caratteristico di soggetti
con lunga storia di esposizione al fumo di sigaretta e predilige individui di etd avanzata. Nei
fumatori con enfisema prevalentemente centroacinare la riduzione del flusso aereo €&
correlata al grado di infiammazione delle vie aeree e non alla perdita di retfrazione elastica
del polmone [35].

Alla luce di queste considerazioni, si pud ipotizzare che la riduzione del flusso aereo nei due
tipi di enfisema abbia meccanismi fisiopatogenetici diversi: nel tipo panacinare la limitazione
al flusso aereo deriverebbe dalla perdita di retrazione elastica determinata dalla distruzione
parenchimale, viceversa, nell’enfisema centroacinare potrebbe prevalere I'aumento delle
resistenze dovuto all'infiammazione delle vie aeree periferiche. Sulla base di queste
considerazioni € stato ipotizzato che I'enfisema centroacinare possa essere una malattia
“airborne”, cioé che origina dalle vie aeree infiammate, mentre I'enfisema panacinare
sarebbe una malattia “blood-borne”, che origina da uno squilibrio delle sostanze circolanti
nei vasi sanguigni, come nel caso del deficit di AAT [35].

Il secondo fattore che contribuisce alla riduzione del flusso aereo €& rappresentato
dall'ostruzione delle vie aeree periferiche. Quest'ultima & determinata principalmente dalla
presenza di infiammazione cronica con accumulo di cellule infiammatorie nella mucosa. Alla
riduzione del calibro delle vie aeree contribuiscono anche liperpalasia delle cellule
caliciformi mucipare e l'ipersecrezione di muco, l'ipertrofia delle cellule muscolari lisce e la
loro confrazione spastica e infine la fibrosi peribronchiale.

Le vie aeree maggiormente coinvolte nella genesi della limitazione al flusso aereo sono i
bronchioli, e in particolare quelli compresi tra la nona e la diciassettesima generazione delle
ramificazioni bronchiali, cioé quelle vie periferiche con diametro interno inferiore ai 2 mm,
prive di supporto cartilagineo. L'aumento delle resistenze, pertanto, € principalmente

imputabile al’aumento di spessore della parte delle piccole vie aeree e alla perdita degli
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attacchi alveolari, la quale aumenta la collassabilitd dei bronchioli terminali e facilita il
fenomeno dell’air-trapping [34].

Queste alterazioni strutturali si fraducono in alterazioni funzionali, che possono essere misurate
attraverso I'esecuzione di una spiromeftria, indagine non invasiva che rappresenta il gold

standard nella diagnosi e nel follow-up di BPCO.

Misura della limitazione del flusso aereo

Tutti i soggetti che presentano dispnea, tosse cronica con o senza espettorazione, una storia
di esposizione ai fattori di rischio per la malattia, dovrebbero essere sottoposti ad un esame
spirometrico attraverso il quale & possibile valutare la presenza di alterazioni ostruttive. La
spirometria consente non solo una prima valutazione del paziente, ma anche il follow-up
successivo alla diagnosi, in quanto € un esame standardizzato, oggettivo, riproducibile e non
invasivo [1]. | valori osservati vengono confrontati con valori di riferimento teorici ottenuti da
una popolazione sana con caratteristiche anfropometriche ed etniche simili. La spirometria
misura direttamente il volume espirato durante il primo secondo (VEMS), la capacitd vitale
forzata (CVF), e il loro rapporto (VEMS/CVE); quest’'ultimo parametro, denominato anche
indice di Tiffenau, consente di discriminare i soggetti ostruiti dai soggetti non ostruiti ponendo
come limite di normalitd 0,7. Pertanto i soggetti con broncoostruzione hanno un rapporto
VEMS/CVF < 70%, mentre la gravitd dell'ostruzione & determinata dal valore del VEMS (%

teorico) (Figura 3) [37].

Litri
VEMS CVF VEMSICVF
: Normale 4.150 5.200 80%
2 BPCO 2.350 3.900 60%

BPCO di grade I,

NORMALE

1 2 3 4 5 6 secondi

Figura 3. Spiromefria normale e spirometria caratteristica del paziente con BPCO
da lieve a moderata a confrontfo. Tratto da Global Iniziative for Chronic Obstructive
Lung Disease (GOLD) 2008. http://www.gloldcopd.org.
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Recentemente e stato infrodotto il concetto di “limite inferiore di norma (LLN, Low Limit of
Normal)” dell’indice di Tiffenau, calcolato come rapporto fra volume espirato nel primo
secondo e capacita vitale lenta; I'uso del LLN del rapporto VEMS/CV consente di definire
patologici i soggetti che si collocano al di softo del quinto percentile della popolazione di
riferimento. Cid implica solo un 5% di falsi positivi ed &, quindi, considerato un metodo
statfisticamente accettabile.

La spirometria consente anche di stabilre la presenza di iperinflazione alveolare,
caratteristica dei pazienti affetti da BPCO con componente prevalentemente enfisematosa.
Si parla di iperinflazione alveolare quando il rapporto tra volume residuo (RV) e capacitd
polmonare totale (CPT), cioé I'indice di Motley (RV/CPT), & superiore al 35% in assoluto con
un volume residuo maggiore del 120% rispetto al valore teorico. L'aumento del volume
residuo e l'iperinflazione alveolare incrementano il lavoro respiratorio alterando la
meccanica respiratoria e favoriscono I'instaurarsi di insufficienza ventilatoria.

La spirometria consente inoltre la valutazione degli scambi gassosi che avvengono attraverso
la membrana alveolo-capillare. In base alla legge di Fick, la diffusibilitd di un gas attraverso
una membrana & direttamente proporzionale alla differenza di concentrazione del gas fra i
due compartimenti di scambio (ovvero fra i due lati della membrana alveolo-capillare) e alla
superficie di scambio, mentre € inversamente proporzionale allo spessore della membrana.
Nella BPCO il principale parametro alterato € I'estensione della superficie di scambio, legato
alla distruzione enfisematosa dei setti alveolari, con conseguente riduzione della diffusione
dei gas aftraverso la membrana alveolo-capillare. L'efficacia degli scambi gassosi viene
valutata durante l'indagine spirometrica misurando la DLco/VA, ovvero la capacita di
diffusione del monossido di carbonio (DLco) per litro di volume alveolare (VA).

Nei pazienti che presentano una sensibile riduzione della DLco € opportuno eseguire anche
un'emogasanalisi arteriosa, perché la ridotta capacita di scambio polmonare pud diminuire
la pressione parziale di ossigeno (PaO2) e aumentare quella di anidride carbonica (PaCO2)
nel sangue, causando anche un'alterazione dell’equilibrio acido-base. L'emogasanalisi
rappresenta una guida all’atto terapeutico, permette infatti di valutare la necessita di fornire
al paziente I'ossigenoterapia e/o un supporto ventilatorio.

Lo stadio piu grave di BPCO pud essere complicato dalla comparsa di ipertensione
polmonare, definita come I'aumento della pressione polmonare (PAP) media a riposo olire i
20 mmHg. | meccanismi alla base dell'ipertensione polmonare sono molteplici; i piu
importanti sono l'ipoventilazione alveolare e la distruzione dei setti alveolari. Il primo
meccanismo innesca un riflesso nervoso che porta a costrizione locale del letto arteriolare,
che se prolungata nel fempo tende a mantenersi per comparsa di fibrosi pervasale. L'ipossia,
derivante dall'ipoventilazione, causa vasocostrizione e successivamente un aumento di
spessore dei vasi polmonari, associato a perdita di elasticitd della parete degli stessi. La

distruzione dei setti alveolari determina un danno a carico del lefto capillare e riduce la
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sezione vascolare polmonare totale, con conseguente aumento delle resistenze complessive
del piccolo circolo.

La gravita dell’ipertensione polmonare correla con il grado di ostruzione delle vie aeree e
con le alterazioni degli scambi gassosi [38]. Nella maggior parte dei casi di BPCO il grado
dell'ipertensione polmonare € lieve-moderato (pressione polmonare tra 25 e 30 mmHg) e si
associa ad una portata cardiaca normale, diversamente da quanto si riscontra
nell’ipertensione polmonare da altre cause, dove la PAP raggiunge valori elevati con
conseguente riduzione della portata cardiaca [39,40]. Tuttavia, con la progressione della
malafttia, I'ipertensione polmonare porta ad un incremento del post-carico che si fraduce in
un aumentato lavoro del ventricolo destro, il quale andrd incontro ad ipertrofia e a
scompenso cardiaco destro (definito cuore polmonare cronico) [41,42]. Clinicamente |l

cuore polmonare cronico si manifesta con edemi declivi e turgore giugulare.

DIAGNOSI DI BPCO

La diagnosi di BPCO dovrebbe sempre essere presa in considerazione nei pazienti che
presentano dispnea, fosse cronica ed espettorazione e/o una storia di esposizione a fattori di
rischio per la malattia. Per poter porre diagnosi di BPCO e quindi necessario eseguire
un'anamnesi accurata associata ad un'indagine spirometrica [1].

La sola indagine spirometrica non permette di effettuare una diagnosi certa di BPCO perché
esistono alire malattie polmonari in grado di causare una ostruzione al flusso aereo quali
I'asma, la fibrosi cistica e le bronchiectasie. Nell’ambito della diagnosi differenziale & innanzi
tutto necessario determinare se I'ostruzione al flusso possiede caratteristiche di reversibilita o
di persistenza, per distinguere il soggetto affetto da BPCO dal soggetto asmatico.

Nella pratica clinica cid significa eseguire una prima spirometria in condizioni basali in
pazienti che non abbiano assunto la dose giornaliera dell’eventuale ferapia
broncodilatatrice prescritta, successivamente somministrare un broncodilatatore a breve
durata d'azione e ripetere la spirometria a distanza di circa 20 minuti.

Quando il rapporto VEMS/CVF (%) post broncodilatatore rimane inferiore al 70% |I'ostruzione
al flusso si definisce persistente o non completamente reversibile e la gravitd dell’ostruzione &
determinata dal valore del VEMS (% teorico). La reversibilitd dell’ostruzione, tipica nel
paziente asmatico, & definita da un aumento del VEMS del 12% e di almeno 200 ml [1].
Clinicamente la BPCO si manifesta con dispnea progressiva, tosse secca o produttiva,
iperproduzione di espettorato. A differenza dei pazienti asmatici, che in caso di malattia non
controllata presentano una sintomatologia dall’ampia variabilitd giornaliera, i pazienti affetti
da BPCO presentano sinftomi prevalentemente stazionari.

L'indagine spirometrica andrebbe completata con la misurazione della diffusione alveolo-

capillare al monossido di carbonio per valutare la compromissione della superficie di
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scambio dei gas; inoltre, attraverso una spirometria globale o la pletismografia corporea e
opportuno misurare il volume residuo (RV) che valuta il grado di iperdistensione polmonare.

Nel paziente con BPCO gid diagnosticata, € inoltre utile completare I'inquadramento clinico
mediante I'esecuzione di un emogasanalisi, tecniche di imaging (radiografia del torace ed
eventualmente TC torace), esami ematochimici e microbiologici, specie in corso di

riacutizzazione di malattia.

CLASSIFICAZIONE DI GRAVITA

La spirometria rappresenta il gold standard per misurare la limitazione al flusso; esiste una
classificazione spirometrica di gravitd della BPCO che utilizza la misura del VEMS post
broncodilatatore quale parametro indicativo della severitd e dello stadio di malattia (Tabella
3). Questa classificazione ha un ruolo fondamentale nella scelta della terapia piv adeguata.
Le ultime linee guida prevedono, inoltre, il calcolo del BODE index che, attraverso alcuni
parametri, permette di oftenere un quadro piu completo delle condizioni generali del
paziente e quindi della gravitd della malattia. I BODE index tiene conto non solo della
funzionalitd respiratoria (VEMS), ma anche della tolleranza all'esercizio fisico, dell'indice di

massa corporea e del grado di dispnea (Tabella 4) [43].
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STADIO

CARATTERISTICHE

VEMS*/CVF< 70%,;

- LIEVE VEMS* = 80% del teorico;
Con o senza sinfomi cronici (tosse, espettorazione).
VEMS*/CVF < 70%;
II: MODERATA 50% < VEMS* < 80% del teorico;
Con o senza sinfomi cronici (fosse, espettorazione, dispneaq).
VEMS*/CVF < 70%;
lll: GRAVE

30% < VEMS* < 50% del teorico;

Con o senza sintfomi cronici (tosse, espettorazione, dispnea).

IV: MOLTO GRAVE

VEMS*/CVF < 70%;
VEMS* < 30% del teorico oppure
VEMS* < 50% del teorico, in presenza di insufficienza

respiratoria o di segni clinici di scompenso cardiaco destro.

Tabella 3. Classificazione di gravita della BPCO. (* VEMS post-broncodilatatore)

GRADO DI DISPNEA

CARATTERISTICHE

0 Assenza di dispnea

1 Dispnea camminando in salita

2 Dispnea camminando in pianura

3 Necessitd di fermarsi camminando in pianura
4 Dispnea al minimo sforzo

Tabella 4. Grado di dispnea (Tratto da Celli BR ef al, NEJM 2004; 350: 2635-2637).
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L'indice BODE & dato dalla somma dei punteggi assegnati a ciascun parametro (Tabella 5) e

rappresenta un indice predittivo di mortalitd.

PUNTEGGIO NEL BODE INDEX
VARIABILI
0 1 2 3
VEMS (% del teorico) > 65 64-50 49-36 <35
Distanza percorsa in 6 minuti (metri) <350 349-250 249-150 <149
Gradi di dispnea (MMRC) 0-1 2 3 4
Body-mass index > 21 <21

Tabella 5.
Determinazione del BODE-index (adatftata da Celli BR et al, NEJM 2005;350:1005-12).

Un altro indicatore della gravitad della malattia € rappresentato dalla frequenza delle
riacutizzazioni di BPCO. Una riacutizzazione di BPCO & definita come un evento nel decorso
naturale della malattia caratterizzato da una variazione dei sintomi di base del paziente,
dispneaq, tosse, e/o espettorazione, di entitd superiore alla normale variabilita giornaliera con
esordio acuto e che puo richiedere un cambiamento nella terapia regolare in un paziente
con BPCO [1]. Le riacutizzazioni hanno un importante impatto, non solo sulla qualita di vita,
ma anche sui costi socio-economici e sulla funzionalitd polmonare [44]. Pazienti con un
elevato numero di riacutizzazioni presentano un declino annuo del VEMS superiore a quello
dei soggetti con poche riacutizzazioni, inoltre in questi pazienti si osserva un'accelerata
progressione della malattia verso I'insufficienza respiratoria cronica.

Le principali cause di riacutizzazione sono le infezioni virali e batteriche dell’albero
fracheobronchiale e cause non infettive quali I'inquinamento atmosferico; tuttavia, in circa
un terzo dei casi la causa resta ignota. | microrganismi maggiormente coinvolti sono i
Rinovirus, responsabili del 50% delle riacutizzazioni gravi, I'Haemophilus Influenzae, lo
Streptococcus Pneumoniae, la Moraxella Catarrhalis [45]. Durante una riacutizzazione si
assiste ad un aumento dell’iperinflazione polmonare con riduzione del flusso espiratorio che
spiegano I'aggravamento della dispnea; si osserva anche un peggioramento del rapporto

ventilazione/perfusione che causa ipossiemia grave.
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L'impatto della BPCO nel singolo paziente non dipende solo dal grado di limitazione al flusso
aereo, ma anche dalla gravitd dei sintomi quali la dispnea e l'intolleranza all’esercizio fisico.
Non esiste una relazione diretta tra grado di limitazione al flusso aereo e condizione clinica.
Infatti, mentre nella maggior parte dei pazienti, i sinfomi respiratori precedono anche di anni
lo sviluppo di una significativa limitazione al flusso aereo, in altri le prove di funzionalitd
respiratoria segnalano la presenza di una patologia ostruttiva in assenza di sinftomatologia
riferita [2].

Nonostante la presenza di un’ampia variabilita interindividuale, generalmente si riscontra un
aggravamento della sinfomatologia parallelamente alla progressione della limitazione al

flusso aereo (Tabella é).

STADIO SINTOMATOLOGIA

| soggetti possono essere completamente asinfomatici oppure

I: LIEVE presentare tosse cronica ed espettorato. | soggetti sono
generalmente inconsapevoli della loro ridotta funzionalita
polmonare.

Dispnea fipicamente da sforzo, associata talvolta a tosse
[I: MODERATA cronica ed espettorato. In questo stadio il soggetto si rivolge
generalmente al medico per la presenza di sinfomi respiratori
cronici o per esacerbazioni della malattia.

Peggioramento della dispnea, associata ad intolleranza allo
lIl: GRAVE sforzo fisico e affaticamento, oltre ai sinftomi respiratori cronici.
Le riacutizzazioni di malattia sono frequenti e condizionano la
qualita di vita del soggetto.

Possibile insorgenza di insufficienza respiratoria cronica
(PaO2<60 mmHg +/- PaC0O2>50 mmHg) che pud condurre a
cuore polmonare cronico (turgore delle vene giugulari e
IV: MOLTO GRAVE edemi declivi pretibiali e perimalleolari). Aliri pazienti, invece,
non sviluppano insufficienza cardio respiratoria, ma
presentano ripetute riacutizzazioni di malattia gravate da un
alto tasso di mortalita.

Tabella 6. Sinfomatologia della BPCO correlata allo stadio di malattia.

La BPCO €& anche associata ad alire malattie definite comorbiditd, che contribuiscono agli
effetti extrapolmonari della malattia. Tali effetti iguardano soprattutto I'apparato muscolo-
scheletrico con perdita di massa magra (cachessia), e atrofia dei muscoli scheletrici come
conseguenza di un quadro infiammatorio sistemico (caratterizzato dall’attivazione del TNF-a),

dell'inattivitd muscolare e dell’apoptosi cellulare.
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Le comorbiditd peggiorano notevolmente la prognosi di pazienti con BPCO, influenzandone
mortalitd e sopravvivenza. L'insufficienza respiratoria cronica spiega solo un terzo della
mortalita legata a BPCO, daltri fattori pertanto devono avere un ruolo causale importante.
Infatti, nei pazienti con BPCO, il 40-50% dei casi di morte & imputabile a cause cardiovascolari
e un terzo dei pazienti con cardiopatie & affetto anche da BPCO, che ne aumenta il rischio
di morte [1].

L'intervento terapeutico e la gestione del paziente deve quindi basarsi su un approccio
multidisciplinare, che consenta di gestire le condizioni morbose concomitanti,

particolarmente frequenti nei soggetti con un'eta superiore @i 65 anni.

ANATOMIA PATOLOGICA

Nella BPCO, le alterazioni anatomo-patologiche possono interessare le vie aeree prossimali,
le vie aeree periferiche, il parenchima polmonare e i vasi polmonari € possono assumere
caratteristiche peculiari nelle diverse fasi cliniche della malattia. Le alterazioni anatomo-
patologiche comprendono modificazioni strutturali causate dall’infiammazione cronica
caratterizzata da macrofagi e da linfociti T, soprattutto CD8+ a livello di tutti i compartimenti

polmonari [46].

Vie aeree prossimali

Le vie aeree prossimali sono costituite dalla frachea e dai grossi bronchi con diametro interno
superiore ai 2 mm. Queste strutture sono responsabili dell’iperproduzione di muco e quindi
della presenza dei sinfomi di tosse ed espettorato che caratterizzano la BPCO.
Istologicamente I'epitelio delle vie respiratorie prossimali dei pazienti con BPCO e
caratterizzato da metaplasia squamosa, iperplasia delle cellule caliciformi mucipare e atrofia
delle cellule ciliate. La zona softoepiteliale presenta un infilirato infiammatorio, costituito
prevalentemente da macrofagi e linfociti T, in particolare linfociti T CD8* [47- 49].

Nel lume bronchiale dei fumatori con bronchite cronica si osserva un elevato numero di
neutrofili, mentre nella sottomucosa non & in genere presente neutrofilia. Questa discordanza
tra lume e parete pud essere spiegata ipotizzando una rapida migrazione dei neutrofili, dai
vasi del circolo bronchiale, verso il lume, attraverso la parete e I'epitelio; in questo modo |l
loro numero nella zona sottoepiteliale rimane sempre basso.

Le vie aeree prossimali sono il sito preferenziale della produzione di muco; I'eccesso di muco
sembra derivare dagli effetti della flogosi cronica che avrebbe un effetto secretagogo sulle
ghiandole bronchiali [50,51].

Vie aeree periferiche

Le vie aeree periferiche sono il sito responsabile dell’aumento delle resistenze e, quindi, della

riduzione del flusso nei soggetti con BPCO [52]. Le vie aeree periferiche sono rappresentate
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dai bronchioli con diametro interno inferiore ai 2 mm. Le principali alterazioni comprendono
I'inflammazione, la fibrosi, I'ipertrofia del muscolo liscio, la distruzione degli attacchi alveolari
e l'ipertrofia delle cellule caliciformi mucipare [36,47,53,54]. L'infiammazione cronica porta
ad alterazioni strutturali, definite con il termine di rimodellamento delle vie aeree. Questi
processi aumentano lo spessore della parete, causano il restringimento del lume e di
conseguenza un aumento delle resistenze. | meccanismi alla base della limitazione al flusso
aereo sono NUMETrosi:

o L'inflammazione delle vie aeree favorisce la broncoostruzione attraverso la distruzione
degli attacchi alveolari, cioé di quella parte della parete alveolare che, ancorandosi
alle vie aeree, le tiene aperte. E’ stato osservato che il grado di infiammazione dedli
attacchi alveolari correla positivamente con il grado di distruzione delle vie aeree
[36]. E' stato ipotizzato che I'azione litica dei mediatori prodotti dalle cellule
infiammatorie che infiltrano la parete bronchiale, indebolisca il tessuto alveolare,
facilitandone la rotftura, soprattutto nel punto di congiunzione fra parete delle vie
aeree e parete alveolare, dove probabilmente lo stress meccanico & massimo.

o Un'altra alterazione anatomo-patologica presente nelle vie aeree periferiche che
puod contribuire alla riduzione del flusso aereo, & la sostituzione delle cellule del Clara
con cellule cadaliciformi mucipare metaplasiche. Questa sostituzione determina
un'iperproduzione di muco ed una diminuzione della produzione di surfactante
bronchiolare, favorendo in questo modo la chiusura delle vie aeree, sopraftutto
durante I'espirazione.

o La limitazione al flusso aereo deriva da processi riparatfivi che esitano in fibrosi, cui
consegue un restringimento persistente del lume delle vie aeree in seguito alla perdita
di elasticitad e allaumento dello spessore della parete bronchiale. Quest'ultimo
correla negativamente con i valori del VEMS ed e quindi fortemente associato alla
progressione della malattia [55].

o Infine si osserva un aumento dei neutrofili nei fasci di muscolatura liscia delle vie aeree
periferiche, dove, grazie alla produzione di mediatori che stimolano la contrazione
del muscolo liscio e la proliferazione delle cellule muscolari, sembrano contribuire alla
broncoostruzione aumentando lo spessore della parete e restringendo il volume delle

vie aeree [53-54].

L'infiltrato infiammatorio € caratterizzato da macrofagi, linfociti B e linfociti T CD8* nella zona
sottoepiteliale (Figura 4) [47]. L'aumento del numero di linfociti T CD8* € evidente anche nel
parenchima, nelle arterie polmonari e nei linfonodi dei soggetti con BPCO e in tutti questi
compartimentii valori riscontrati correlano con il grado di broncoostruzione.

E interessante notare che il processo infiammatorio si amplifica progressivamente con il

progredire della malattia. Infatti, passando dallo stadio lieve allo stadio grave della malattia,

27



aumenta l'infiltrazione di neutrofili, macrofagi, linfociti CD4+ e CD8* e linfociti B. E' stato
osservato che nei pazienti piu gravi, le cellule inflammatorie possono essere organizzate in
veri e propri follicoli linfoidi con un centro germinale ricco di linfociti B, circondato da una
regione periferica ricca di linfociti T. E' quindi possibile che con la progressione della malattia
si sviluppi una risposta immunologica acquisita nei confronti di un antigene specifico [55].
Inizialmente, in considerazione del fatto che nei pazienti con BPCO grave le infezioni
batteriche sono frequenti, & stato proposto che questo antigene fosse di natura infettiva.
Tuttavia, visti anche i risultati controversi degli studi che hanno cercato di identificare questi

antigeni infettivi, I'attenzione & stata rivolta verso antigeni endogeni (autoantigeni) prodotti

dall’esposizione cronica al fumo di sigaretta. [56].

Figura 4. Infiltrazione dei linfociti T CD8+ nelle vie aeree periferiche: via aerea normale
(a), via aerea di paziente con BPCO (b).

PARENCHIMA POLMONARE

La principale alterazione strutturale del parenchima polmonare dei pazienti affetti da BPCO
e la distruzione del parenchima che caratterizza I'enfisema e contribuisce alla riduzione del
flusso attraverso la diminuzione della forza di retrazione elastica del polmone. L'enfisema &
definito come la distruzione e I'allargamento degli spazi aerei distali al bronchiolo terminale in
assenza di evidenti segni di fibrosi, ma alcuni studi hanno dimostrato che in realtd esiste una
deposizione di collagene a livello interstiziale [57,58].

Il processo di distruzione parenchimale & associato alla presenza di una risposta
infiammatoria costituita da linfociti T CD8* di fipo 1 e correla con il grado di broncoostruzione
[59]. | linfociti T citotossici possono provocare un danno diretto a livello parenchimale
attraverso due meccanismi: da un lato la liberazione di granuli citoplasmatici contenenti
granzima B e perforine, che provocano la lisi osmotica della cellula, dall’altro I'induzione

dell'apoptosi caspasi-dipendente [60].
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E stato osservato che mentre nel parenchima polmonare di pazienti con BPCO di grado lieve
e presente un processo inflammatorio caratterizzato da un aumento selettivo di linfociti T
CD8*, quando la malattia progredisce negli stadi piu avanzati si assiste ad un aumento di

futte le cellule infiammatorie con una netta prevalenza di neutrofili [61,62].

VASI POLMONARI

Negli stadi avanzati della BPCO si pud assistere all'insorgenza di ipertensione polmonare e
cuore polmonare cronico; queste alterazioni sono la conseguenza della perdita del lefto
capillare che, a sua volta, dipende dalla distruzione del parenchima polmonare, della
vasocostrizione polmonare ipossica e del rimodellamento delle arterie polmonari [63].
Quando la funzionalitd respiratoria e la pressione a riposo nell’arteria polmonare sono ancora
nella norma, possono essere gia presenti le tipiche alterazioni strutturali caratteristiche del
rimodellamento delle arterie polmonari, quali I'ispessimento della tfonaca intima, dovuto alla
deposizione di cellule elastiche e di collagene accompagnata allo sviluppo di fasci
muscolari longitudinali, I'ispessimento della tonaca media muscolare, I'infilirazione di linfociti
CD8* nell’avventizia [59]. Questi cambiamenti strutturali sono spesso associati alle alterazioni
funzionali dell’endotelio e ad una diminuita produzione di fattori che promuovono il rilascio
del muscolo liscio vascolare. Probabilmente il fumo di sigaretta costituisce un insulto precoce,
il quale provoca il potenziale danno endoteliale all’origine del rimodellamento vascolare nei
soggetti con BPCO [63]. Aftraverso questo meccanismo, i soggetti fumatori sono piu
suscettibili agli effetti dannosi da parte di altri fattori, quali I'ipossia o I'infiammazione, e quindi
sono predisposti allo sviluppo delle modificazioni strutturali alla base dell’ipertensione

polmonare.

INFIAMMAZIONE SISTEMICA

E' ormai noto che nella BPCO & presente un'importante infiammazione sistemica associata a
guella polmonare: ad esempio nel sangue periferico dei fumatori con BPCO si riscontra un
aumento dei leucociti, della proteina C reatftiva (PCR). Si pensa che l'inflammazione
sistemica possa rappresentare I'anello di congiunzione fra la flogosi polmonare e numerose
comorbidita della BPCO.

E risaputo che I'infiammazione sistemica rappresenta un fattore di rischio per I'insorgenza di
eventi cardiovascolari e cerebrovascolari. Infatti, i livelli di PCR circolanti correlano
positivamente con il rischio di eventi coronarici ed elevati livelli di fiborinogeno ematico
rappresentano un fattore di rischio di mortalitd per tutte le cause. Inoltre numerosi studi
suggeriscono che l'inflammazione sistemica precede lo sviluppo di alterazioni vascolari o
metaboliche e quindi lo stabilirsi delle comorbidita [64,65]. Le comorbiditd sono quasi la
regola nel paziente affetto da BPCO e almeno il 50% dei pazienti con BPCO presenta una o

piu componenti della sindrome metabolica [66].
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L'infiammazione sistemica, inoltre, rappresenta il meccanismo comune grazie al quale fattori
di rischio come il fumo di sigaretta, l'iperlipidemia, I'obesitd e I'ipertensione aumentano la
probabilitd d'insorgenza di malattie infiammatorie croniche [67,68] e I'utilizzo della proteina C
reattiva e stato proposto come marker umorale di tutti i disordini infiammatori cronici [69].

La relazione tra la patologia polmonare e I'infiammazione sistemica & invece sostenuta dal
fatto che la flogosi polmonare e quella sistemica si sviluppano di pari passo, anche se non e
stata ancora determinata la relazione temporale tra i due fenomeni. Uno studio recente,
infatti, ha dimostrato che i soggetti affetti da BPCO presentano aumentati livelli di citochine
appartenenti alla risposta inflammatoria di tipo Thi, sia a livello polmonare (nel liquido di
lavaggio broncoalveolare e nel brushing bronchiale), che nel sangue periferico, rispetto ai
soggetti fumatori di controllo per i quali si € evidenziata una risposta infiammatoria di tipo Thi
prevalentemente a livello locale polmonare [70].

Nel paziente con BPCO €& anche presente uno stress ossidativo sistemico: pazienti con
riacutizzazione di BPCO mostrano un'aumentata produzione di anione superossido da parte
dei neutrofili circolanti nel sangue periferico rispetto a pazienti con BPCO stabilizzata [71]. E
inoltre riscontrabile un incremento dei marker di danno ossidativo, infatti, nel plasma (ma
anche nel liguido di lavaggio broncoalveolare) di fumatori e sopraftutto di pazienti con
BPCO riacutizzata si rifrovano livelli maggiori dei prodotti della perossidazione lipidica rispetto
ai soggetti di controllo non fumatori [72].

L'importanza dello stress ossidativo € legata anche al fatto che esso € in grado di provocare
danno tissutale a prescindere dall’infiltrazione di cellule della flogosi nel tessuto stesso: & stato
dimostrato che lo stress ossidativo sistemico riduce la deformabilita dei neutrofili ed aumenta
quindi il loro sequestro nei capillari polmonari. In tale sede i neutrofili rilasciano radicali liberi e
proteasi che danneggiano gli alveoli contribuendo alla patogenesi dell’enfisema. Cid
significa che per determinare il danno alveolare non € strettamente necessaria la migrazione
dei neutrofili negli alveoli, ma & sufficiente I'attivazione ossidativa dei neutrofili in sede
capillare.

In conclusione la flogosi e lo stress ossidativo a livello sistemico sono due importanti
meccanismi che giustificano le numerose comorbiditd della BPCO e impongono una

valutazione clinica globale del paziente.

PATOGENESI

I meccanismi patogenetici alla base della BPCO non sono completamente noti. Il principale
fattore dirischio € rappresentato dal fumo di sigaretta che induce una risposta infiammatoria
cronica nelle vie aeree di tutti i fumatori; poiché solo il 15% dei fumatori sviluppa la BPCO e
poiché tale patologia pud insorgere anche in soggetti non fumatori, non € possibile
considerare il fumo di sigaretta né un fattore sufficiente, né necessario. Il paziente con BPCO

sviluppa una risposta inflammatoria anomala, in quanto amplificata e in grado di mantenersi
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anche dopo la rimozione dell’agente irritante, ad esempio anche in seguito alla cessazione
dell'abitudine tabagica. I meccanismo che sta alla base di tale amplificazione non &
ancora noto, ma sono state avanzate numerose ipotesi patogenetiche che potrebbero
spiegare, almeno in parte, lo sviluppo della BPCO. Probabilmente i diversi meccanismi
concorrono in misura piu o meno rilevante allo sviluppo della malattia e non € detto che tutti
debbano necessariamente coesistere nello stesso individuo.

Tradizionalmente I'ipotesi piU accreditata € quella dello squilibrio locale fra proteasi (elastasi
neutrofila, metalloproteasi di matrice, efc.) ed antiproteasi (al-anfitripsina, al-
anfichimotripsina, efc.) che si realizza per un eccesso delle prime o per un difefto delle
seconde, o per una coesistenza delle due situazioni. Mentre le proteasi che vengono
prodotte dalle cellule infiammatorie e da quelle epiteliali provocano un danno alle
componenti del tessuto connettivo, le antiproteasi proteggono da questo danno.

Un secondo meccanismo implicato nella patogenesi della BPCO €& lo squilibrio tra fattori
ossidanti ed antiossidanti: lo spostamento di tale equilibrio a favore degli agenti ossidanti
definito stress ossidativo. Il polmone € esposto ad ossidanti endogeni che vengono rilasciati
dai fagociti o prodotti attraverso la catena di frasporto degli elettroni nella respirazione
cellulare a livello mitocondriale; inoltre € esposto anche ad ossidanti esogeni, come quelli
presenti nell'inquinamento atmosferico o nel fumo di sigaretta, sia nella fase gassosa, sia in
quella corpuscolata [73]. Si stima che ogni boccata di fumo inalata contenga circa 1017
molecole ossidanti [74]. Nell'albero respiratorio i principali antiossidanti in grado di limitare il
danno ossidativo sono rappresentati da mucine, glutatione ridotto, acido urico, proteine
(sopraftutto I'albumina) e acido ascorbico.

E stato dimostrato che nei fumatori c'é un aumento dello stress ossidativo. In particolare si
ritrovano nell'aria esalata livelli piu elevati di perossido di idrogeno e di un'isoforma delle
prostaglandine generata mediante per ossidazione non enzimatica [74,75]. L'aumento di
sostanze ossidanti nel polmone dei fumatori & almeno in parte attribuibile all’incremento nel
numero di neutrofili e macrofagi ritrovati negli spazi alveolari. Studi in vitro hanno dimostrato
che i macrofagi alveolari dei fumatori rilasciano spontaneamente un aumentata quantita di
ossidanti, come O2 e H202 , rispetto a quelli dei non fumatori e che si ritrova un’aumentata
quantita di ferro libero in forma ferrosa negli spazi aerei di pazienti con BPCO, in grado di
catalizzare reazioni che generano radicali liberi dell’ossigeno (come le reazioni di Fenton e di
Haber-Weiss) [74,76]. Secondo alcuni autori il fumo di sigaretta interferirebbe con la sintesi di
elastina e con la sua riparazione, promuovendo in questo modo o sviluppo di enfisema [77].
Recentemente & stato ipotizzato che anche I'apoptosi possa contribuire alla patogenesi
dell’enfisema; I'apoptosi deriverebbe dalla disregolazione del fattore di crescita endoteliale
vascolare (VEGF) che svolge un ruolo nella crescita delle cellule endoteliali ed epiteliali; la
disregolazione del VEGF interferirebbe quindi con la riparazione del danno polmonare

indotto da particelle nocive, come ad esempio il fumo di sigaretta [78-81].
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Gli agenti ossidanti e le aldeidi, che sono i maggiori costituenti della frazione volatile del fumo
di sigaretta, giocherebbero un ruolo chiave nell'induzione dell’apoptosi cellulare [82]. I
danno imputabile allo stress ossidativo confribuisce quindi  all’amplificazione e al
mantenimento della risposta infiammatoria e rende il polmone piu vulnerabile e piu sensibile
all'esposizione ad agenti chimici o infettivi presenti nell’aria respirata.

Non futti i fumatori sviluppano BPCO, per cui altri fattori devono essere implicati nella
complessa patogenesi della malattia. Alcuni studi hanno evidenziato la possibilitad che la
suscettibilitad alla BPCO sia legata alle infezioni adenovirali latenti come suggerisce
I'aumentata espressione di proteine adenovirali nel polmone di fumatori affetti da BPCO,
rispetto a fumatori con prove di funzionalitd respiratoria nella norma [83]. L'infezione virale
potrebbe attivare il fattore Nucleare-kB (NF-kB) e di conseguenza favorire la produzione di
citochine pro inflammatorie come IL-8 € TNF-B, che amplificano e mantengono la risposta
infiammatoria [84,85]. | meccanismi molecolari implicati in tale amplificazione sono in realtd
numerosi, visto che anche uno squilibrio fra I'acetilazione e la deacetilazione (a favore della
prima) degli istoni potrebbe essere coinvolto nella patogenesi della BPCO. Tale squilibrio,
infatti, si fraduce in un rimodellamento della cromatina che promuove la trascrizione di geni
implicati nella risposta infiammatoria [86,87].

La teoria che & stata oggetto degli studi piu recenti propone la presenza di una componente
autoimmune che potrebbe spiegare la diversa suscettibilita allo sviluppo della BPCO nei
diversi soggetti. Questa ipotesi € sostenuta da diverse caratteristiche presenti nella BPCO: la
perpetuazione della risposta infiammatoria (che persiste anche eliminando I'esposizione ai
fattori di rischio), la presenza di riacutizzazioni, la familiaritd e la condivisione degli stessi
mediatori e delle stesse cellule infammatorie di malattie a patogenesi autoimmunitaria.
Recentemente alcuni studi hanno ipotizzato che le alterazioni patologiche possano essere la
conseguenza di una risposta immunitaria di fipo acquisito che si sviluppa confro epitomi self
alterati formatisi in seguito al danno indotto dall’esposizione al fumo di sigaretta [88].

A sostegno di questa ipotesi, due importanti lavori hanno dimostrato ['atftivazione
dell'immunita cellulo-mediata e di quella umorale nei soggetti con BPCO. Lee e collaboratori
hanno infatti riscontrato da un lato la presenza di una risposta infiammatoria linfocitaria di
tipo 1, attivata da epitopi tissutali polmonari, e dall’aliro, la secrezione di autoanticorpi diretti
contro I'elastina da parte dei linfociti B presenti nei polmoni di soggetti enfisematosi. Piu
recentemente, Carol e collaboratori hanno dimostrato la presenza di IgG circolanti con alta
avidita per le cellule epiteliali polmonari e la deposizione di immunocomplessi a livello dei
setti alveolari e delle piccole vie aeree [89,90].

Alcuni autori, a supporto di questa nuova ipotesi patogenetica, in una recentissima review,
pubblicata dal New England Journal of Medicine, hanno rivisitato i meccanismi immunologici
che portano allo sviluppo della malattia proponendo un approccio a “gradini” [91]. Tale

ipotesi prevede che la risposta immunitaria progredisca parallelamente con la riduzione della
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funzionalitd polmonare del paziente, e suddivide I'evoluzione della risposta immune in tre
stadi di gravitd che trovano una corrispondenza con gli stadi di gravita della malattia

secondo le linee guida GOLD.

STADIO 1: presenza di “segnali di allerta” che attivano I'immunitd innata, la cui entitd viene

controllata da fattori di regolazione. Siriscontra in soggetti in stadio GOLD | (Figura 5).
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Figura 5. | “segnali di allerta” attivano I'immunita innata, la cui entitd viene

conftrollata da fattori di regolazione (ad esempio i TLRs).

Non & completamente chiaro come le sostanze irritanti possano scatenare una risposta
immune; tuttavia, in base alle recenti acquisizioni, si ritiene che agenti, quali il fumo di
sigaretta, inducano uno stress cellulare e un danno epiteliale iniziale che innescherebbero
dei “segnali di allerta” cellulare [92]. Questi segnali, a loro volta, attiverebbero la risposta
immune innata attraverso il legame con i TLRs (Tool Like Receptors) presenti sulle cellule
epiteliali. L'attivazione di questi recettori & responsabile dell’attivazione del fattore nucleare
NFkB che stimola la produzione di mediatori dell’infiammazione da parte delle cellule
epiteliali stesse, quali TNF-a, IL-8, I-1B, GM-CSF. L'attivazione dell'immunita innata
amplificherebbe la risposta infiammatoria causando ulteriori danni sia a livello tessutale che
della matrice extracellulare con la produzione di ulteriori sostanze antigeniche. Se i
meccanismi che regolano la risposta immunitaria innata sono efficienti, questa non
progredisce verso una risposta di tipo acquisito e il processo infiammatorio, parallelamente
alla funzionalitd polmonare del paziente, potreblbe arrestarsi a questo stadio. In caso
contrario, gli antigeni liberati dal perpetuarsi della risposta infiammatoria attiverebbero le

cellule presentanti I'antigene (APC), ed in particolare le cellule dendritiche.
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STADIO 2: attivazione delle cellule tipiche dell'immunitd acquisita, grado di tolleranza

immunologica regolato dai Treg. Si riscontra in soggetti in stadio GOLD I-ll (Figura é).
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Figura é. Attivazione delle cellule tipiche dell'immunitd acquisita.
Grado di tolleranza immunologica regolato dai Treg.

In questo stadio le cellule dendritiche attivate, dopo aver espresso i complessi MHCII e le
molecole co-stimolatrici CD80-CD86, migrerebbero verso i linfonodi regionali, dove
promuoverebbero la proliferazione e la differenziazione dei linfociti T immaturi in linfociti T
CD4* Th1 e CD8* citotfossici. | meccanismi di tolleranza immunologica verso il self sono
controllati da due sottopopolazioni linfocitarie quali i linfociti Treg e i linfociti T y6 CD8* che
determinano il grado di proliferazione dei linfociti T; la perdita di questa tolleranza sembra
correlare con la gravita della malattia.

E' stato dimostrato che nei soggetti fumatori con funzionalitd polmonare nella norma &

presente un importante aumento di questi due sottotipi linfocitari, rispetto ai non fumatori
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menire nei soggetti con BPCO cid non avviene e il livello delle cellule regolatrici sembra

essere significativamente piU basso [93,94].

STADIO 3: riconoscimento di autoantigeni polmonari da parte delle cellule dell'immunita
acquisita. Assenza di tolleranza verso il self. Si riscontra in soggetti in stadio GOLD Il o IV

(Figura 7).
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Figura 7. Riconoscimento di auto-antigeni polmonari da parte delle cellule
dell'immunita acquisita. Assenza di tolleranza verso il self (autoimmunitad).

In questo stadio i linfociti aftivafi dalle cellule dendritiche, esprimono receftori per
chemochine espresse dal tessuto polmonare danneggiato e vengono richiamati verso |l
polmone dove producono numerosi danni: i linfociti CD4* favoriscono lo stress ossidativo e la
produzione di proteinasi, mentre i linfociti CD8* e i linfociti B, organizzati in follicoli linfoidi,
agiscono favorendo la necrosi e I'apoptosi cellulare con conseguente rimodellamento delle
vie aeree, enfisema e liberazione di ulteriori auto-antigeni che perpetuano il processo

infiammatorio. Negli stadi piU avanzati della malattia sembra quindi svilupparsi una risposta
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immunitaria di fipo acquisito, diretffa confro auto-antigeni polmonari, con tutte le
caratteristiche proprie delle risposte di tipo autoimmune.

In conclusione, poiché la gravitd clinica della malattia procede di pari passo con I'entita e |l
tipo di risposta infiammatoria instauratosi, la progressione verso gli stadi piv avanzati
potrebbe dipendere dal bilancio tra i meccanismi che spingono verso |'attivazione della
risposta immune e quelli che controllano la folleranza immunologica. Infatti, una piena
tolleranza immunologia permetterebbe il contenimento della risposta infiammatoria allo
stadio 1, una tolleranza moderata sarebbe associata allo stadio 2 e una mancata tolleranza
porterebbe allo sviluppo di una risposta immunitaria di tipo acquisito-autoimmune, tipica
dello stadio 3.
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IL-32

L'interleuchina 32 (IL-32) & una citochina proinfiammatoria che in origine fu denominata
“trascritto 4 delle cellule Natural Killer (NK4)". I nome NK4 deriva dalla sua prima
identificazione come prodotto di frascrizione la cui espressione era aumentata nelle cellule
natural killer stimolate da IL-2 [95]. La produzione di NK4 era inoltre aumentata nelle cellule
mononucleate del sangue periferico (PBMCs) attivate da acetato forbolo miristato. L'analisi
della sequenza aminoacidica permise di scoprire che NK4 presentava una sequenza
segnale, ma era privo della regione transmembrana, portando cosi ad ipotizzare che si
frattasse del frascritto codificante per una proteina di secrezione.

Dalla sua scoperta NK4 € stato oggetto di numerosi studi che ne hanno dimostrato aumentati
livelli di espressione nei linfociti T memoria rispetto ai linfociti T naive [?6], nei linfociti B infettati
dal virus di Epstein-Barr [97], nelle cellule progenitrici ematopoietiche [98] e nelle cellule di
neuroblastoma aftivate mediante un agente anti-neoplastico [99]. Tuttavia, non erano
ancora state definite le caratteristiche funzionali ed il ruolo fisiologico del prodotto di
traduzione di NK4. Uno degli studi piu importanti svolti su NK4 & stato condotto da Kim et al., i
quali hanno descritto la struttura genomica, il segnale di frascrizione, i meccanismi di
regolazione dell’espressione e |'attivitd biologica di questo trascritto [100]. Gli autori hanno
infatti scoperto che NK4 € espresso, oltre che dalle cellule NK, anche da due linee di cellule
epiteliali umane, le cellule del carcinoma polmonare (A549) e le cellule Wish, stimolate da
citochine proinfiammatorie quali IL-18, IL-1R, IFN-y e IL-12. Il prodotto di traduzione di NK4 e
risultato inolire in grado di stimolare nelle cellule della linea monocitica I'espressione del
fattore di necrosi tumorale a (TNFa ), della proteina infiammatoria macrofagica (MIP)-2 e di
IL-8 mediante I'attivazione di NF-kB e p38 MAPK (Figura 8). Queste evidenze hanno indofto
ad ipotizzare che NK4 potesse essere coinvolto nella risposta infiammatoria, percido la
proteina derivante da questo trascritto e stata identificata come una nuova citochina
proinfiammatoria e rinominata IL-32 [100]. Il gene di IL-32 & localizzato sul braccio lungo del
cromosoma 16 nel locus 13.3 (16p13.3), € organizzato in otto piccoli esoni e pud essere
trascritto mediante splicing alternativo in sei varianti (IL-32a, IL-32PB, [L-326, IL-32y, € e ()
[100,101]. Kim e collaboratori hanno inoltre dimostrato che vi € un'espressione costitutiva di
IL-32 a livello dei tessuti di diversi organi. Infatti I'analisi con northern blot ha rilevato livelli
elevati di produzione di mRNA IL-32 nella milza e nei linfociti del sangue periferico, una
moderata espressione nel fimo, nell’intestino e nel colon, e una scarsa produzione a livello
del tessuto prostatico [100].

Sulla base di queste scoperte € stata formulata l'ipotesi che IL-32 possa avere un ruolo

importante nella risposta immune sia innata che acquisita. Questa prospettiva ha guidato
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studi recenti, volti ad indagare il ruolo di IL-32 nel processo flogistico che caratterizza

numerose patologie infiammatorie croniche.
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Figura 8. Induzione dell’espressione ed azione pro-infiammatoria di IL-32
(modificata da P. Conti et al. Modulation of autoimmunity by the latest
interleukins  (with special emphasis on 1L-32). Autoimmunity Reviews
2007;6:131-137).

La risposta immunologica innata dipende dal riconoscimento di patterns molecolari propri di
agenti patogeni da parte di recettori specifici, fra i quali, quelli meglio caratterizzati sono i
recettori Toll-like (TRL) e i domini di oligomerizzazione leganti i nucleotidi (nucleotide-binding
oligomerization domain, NOD) [102,103]. Alterazioni di questi recettori ed in particolare di
NOD2 potrebbero avere una grande rilevanza clinica, in quanto sembrano predisporre allo
sviluppo di malattie infiammatorie croniche, come il Morbo di Crohn, e ad una maggiore
suscettibilitd nei confronti delle infezioni da Mycobacterium tubercolosis [104,105]. Uno studio,
infatti, ha dimostrato che IL-32 sinergizza con i mucopeptidi dei peptidoglicani microbici nel
legame specifico con NOD-1 e NOD-2, e stimola la produzione di IL-1B e IL-6, svolgendo cosi
un'azione di difesa antimicrobica e di mantenimento della barriera epiteliale intestinale. Nei
pazienti affetti dal Morbo di Crohn che presentano la mutazione 3020insC del gene NOD-2,
IL-32 non & in grado di attivare la risposta infiammatoria, con una conseguente maggiore
suscettibilitad nei confronti delle infezioni a carico dei patogeni intracellulari [104]. Inoltre,

recentemente Shioya et al. hanno dimostrato che I'espressione di IL-32 € aumentata nella
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mucosa intestinale dei pazienti affetti da Morbo di Crohn e da colite ulcerosa, mediante
I'azione di varie citochine tra cui anche TNF-a [106]. Questa scoperta evidenzia la probabile
esistenza di un meccanismo di autoamplificazione della risposta infiammatoria, in cui TNF-a
promuoverebbe |'espressione epiteliale di IL-32, che a sua volta stimolerebbe la produzione
di TNF-a da parte dei monociti. Queste evidenze inducono ed ipotizzare che IL-32 potrebbe
avere un ruolo importante nella patogenesi del morbo di Crohn, favorendo il perpetuarsi
dell’insulto flogistico.

Il ruolo di IL-32 nella risposta infiammatoria diretta contro i micobatteri & stata studiata da
Natea e collaboratori, che hanno analizzato I'espressione in vitro di IL-32 nelle PBMCs esposte
al Mycobacterium tubercolosis [107]. Gli autori hanno documentato che l'interazione tra |l
micobafterio e le cellule monocitarie comporta il clivaggio da parte della caspasi-1 del
precursore di IL-18, che nella sua forma attivata stimola la produzione di IFN-y, il quale a sua
volta € in grado di aumentare I'espressione di IL-32. Questo studio evidenzia quindi un
possibile ruolo di IL-32 nel processo infiammatorio di difesa che si sviluppa nell'infezione
tubercoloftica.

Recentemente, sulla base delle evidenze fino ad ora descritte € stata formulata l'ipotesi che
IL-32 possa avere un ruolo importante nelle malattie a patogenesi infiammatorio-
autoimmune. Infatti, come gid esposto, I'espressione di IL-32 pud essere indotta dalla
stimolazione di citochine proinfiammatorie a livello delle cellule epiteliali umane che
costituiscono il bersaglio di numerose malattie infiammatorie. Inolire IL-32 € in grado di
stimolare la produzione di TNF-a, citochina nota per essere aumentata nelle malattie
infammatorie a componente autoimmune [100]. A queste evidenze si aggiunge la scoperta
che IL-32 e specificatamente legata dalla Proteinasi 3 (PR3), una serin-proteasi prodotta dai
granulociti neutrofili, la cui espressione & aumentata nei pazienti affetti da artrite reumatoide
e da vasculiti caratterizzate dalla produzione di autoantficorpi diretti contro antigeni
neutrofilici citoplasmatici (ANCA). Il legame fra IL-32 e PR3 comporta il clivaggio di IL-32 ed un
aumento della sua attivitd pro-infiammatoria. L'inibizione specifica del legame tra IL-32 e PR3
o la neutralizzazione di PR3, potfrebbe quindi ridurre gli effetti di IL-32 nelle patologie immuno-
correlate [108,109].

Studi recenti hanno indagato il ruolo di IL-32 nella patogenesi dell’artrite reumatoide
[110,111]. Questi lavori hanno dimostrato che I'espressione di IL-32 € aumentata a livello del
tessuto sinoviale dei pazienti affetti da artrite reumatoide attiva e che la produzione di IL-32
correla positivamente con I'espressione di indici di infiammazione locale (TNFa, IL-18, IL-1B) e
sistemica (VES). Inoltre I'iniezione di IL-32 a livello articolare comporta la stimolazione del
processo infliammatorio cellulare e la deplezione del pavimento cartilagineo, probabilmente
grazie anche all'induzione della prostaglandina E (PGE-2), faftore capace di esercitare

un’'azione destruente a livello della cartilagine e del tessuto osseo. Quindi, IL-32 associata
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anche a TNF-a e IL-18, potfrebbe avere un ruolo nella patogenesi dell’artrite reumatoide e
potrebbe essere un nuovo target terapeutico nelle malattie autoimmuni.

Il TNF-a € una citochina proinfiammatoria che gioca un ruolo fondamentale nello sviluppo
della BPCO e di altre malattie croniche. Infatti, i TNF-a svolge un'importante azione
regolatoria nei confronti delle cellule immunitarie (aumenta |'attivitd citotossica dei leucociti
e la funzione delle cellule natural killer), inoltre promuove I'apoptosi e la sintesi delle proteine
di fase acuta. Il INF-a viene sintefizzato da numerose cellule: macrofagi, linfociti B e T,
mastociti, cardiomiociti, lipociti e fibroblasti [112]. Il gene che codifica per TNF-a & localizzato
sul cromosoma 6p21.3, € lungo circa 3kb, & organizzato in quattro esoni ed & caratterizzato
da numerosi polimorfismi [33]. I TNF-a, alla fine del processo di sintesi, contiene 212
amminoacidi ed e localizzato a livello fransmembrana; successivamente subisce un taglio
proteolitico da parte della metalloproteasi TACE (Tumor Necrosis Factor Alpha Converting
Enzyme), diventando in questo modo una citochina diffusibile. Da un punto di vista strutturale
si caratterizza per la presenza di due foglietti B antiparalleli e di due filamenti B antfiparalleli
che formano la cosi detta B-struttura “jelli-roll”. Il TNF-a si lega a due recettori: il TNF-R1 (TNF
receptor typel) e il INF-R2 (TNF receptor type?2) localizzati rispettivamente a livello tissutale e
sulle cellule del sistema immunitario [113]. Il legame fra il TNF-a e il rispettivo recettore &
responsabile di un cambiamento conformazionale del recettore stesso che permette
I'attivazione della cascata citoplasmatica delle MAP-kinasi che, a sua volta, fosforilano la
proteina [kBa, normalmente legata al fattore nucleare NF-kB. L'lkBa, in seguito alla
fosforilazione, viene degradato e quindi I'NF-kB pud migrare nel nucleo e promuovere la
tfrascrizione di elementi infliammatori, proliferativi e antiapoptotici.

Secondo uno studio eseguito da KucUkaycan, il polimorfismo del gene TNF-a +489G/A &
strettamente associato con lo sviluppo della BPCO in soggetti di razza caucasica [114].
Questa osservazione evidenzia che il TNF-a, espresso da tale polimorfismo, presenta
un'importante attivitd proinfiammatoria responsabile della suscettibilitad alla malattia nei
soggetti portatori. Recenti osservazioni indicano che I'espressione di TNF-a possa essere
indotta da IL-32 e che a sua volta TNF-a possa indurre I'espressione di IL-32 promuovendo cosi
un meccanismo di autoamplificazione della risposta infiammatoria [110].

Quindi sia I'lL-32 che il TNF-a rivestono un ruolo fondamentale nello sviluppo di malattie
inflammatorie croniche, quale la BPCO, in quando stimolano il processo infiammatorio sia a
livello locale che a livello sistemico, il quale si perpetua nel tempo grazie a meccanismi di

autoamplificazione della risposta immune.
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SCOPO DELLA TESI

La BPCO € una malattia infiammatoria cronica del polmone caratterizzata da una riduzione
del flusso aereo espiratorio non completamente reversibile. Nei pazienti con BPCO la risposta
infiammatoria & costituita principalmente da macrofagi, neutrofili e linfociti T CD8+ e si
associa ad alterazioni strutturali che coinvolgono tutto I'albero tracheobronchiale fino al
parenchima polmonare. Quindi, nella patogenesi della BPCO la risposta immunitaria gioca
un ruolo chiave e sembra essere responsabile, in larga parte, del danno parenchimale.
L'aftivazione flogistica permane nel tempo, conducendo, infafti, alla distruzione e al
rimodellamento tissutale, tipici degli stadi piu avanzati di malattia. La risposta immune tende
inoltre a svincolarsi dai fattori irritanti inalati e a persistere anche quando i fattori di rischio o i
fattori causali vengono rimossi. | meccanismi attraverso i quali € sostenuta la perpetuazione
della risposta infiammatoria non sono completamente noti e recenti evidenze suggeriscono
la possibilitd che, nella patogenesi di BPCO, I'autoimmunitd giochi un ruolo rilevante.
Recentemente & stata scoperta una nuova citochina denominata IL-32, prodotta dai linfociti
T, dalle cellule natural killers, dalle cellule epiteliali polmonari e dai monociti. IL-32 possiede
importanti proprietd proinfiammatorie, infatti & in grado di indurre I'espressione del TNF-a
attraverso I'attivazione di fattori di frascrizione comuni ad altre citochine in grado di attivare
la flogosi. Inoltre, recenti studi dimostrano che IL-32 potrebbe rivestire un ruolo importante in
alcune malafttie infiammatorie croniche caratterizzate da una componente patogenetica
acquisita autoimmune, come |'artrite reumatoide ed il Morbo di Crohn.

L'espressione di IL-32 ed il suo possibile ruolo nella patogenesi della BPCO non sono mai stati
indagati. Abbiamo quindi ritenuto parficolarmente interessante svolgere questo studio al fine
di quantificare I'espressione di IL-32 nel tessuto polmonare periferico di pazienti fumatori con
BPCO a diversi stadi di gravita e di confrontarla con I'espressione di IL-32 presente in fumatori
con funzionalita respiratoria nella norma ed in soggetti di controllo non fumatori. L'analisi
morfometrica € stata condotta per valutare la produzione di IL-32 e di TNF-a nei macrofagi
alveolari, nelle pareti alveolari, nei bronchioli e nelle arteriole polmonari e I'espressione di IL-
32 e stata correlata alla risposta infiammatoria cellulare e ai parametri clinico-funzionali
caratteristici della malattia. Al fine poi di indagare il ruolo della risposta immunitaria nei
pazienti affetti da BPCO con deficit di al-anfitripsina (AAT), in cui un meccanismo
patogenetico noto importante & costituito dallo squilibrio tra proteasi e antiproteasi
polmonari, abbiamo quantificato I'espressione di IL-32 nel parenchima polmonare di pazienti
con BPCO e deficit di AAT e con BPCO e livelli normali di questa antiproteasi, confrontando
quindi questi risultati con quelli ottenuti da soggetti fumatori e non fumatori con funzionalitd
polmonare nella norma. Inoltre per studiare I'attivazione dei linfociti e la loro organizzazione

in follicoli linfoidi, abbiamo quantificato il numero e la distribuzione dei follicoli linfoidi (CD20+)
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nei polmoni nativi di soggetti softoposti a frapiantato polmonare per enfisema in stadio
avanzato con deficit di AAT e con livelli normali di AAT.

Infine abbiamo quantificando I'espressione di IL-32 nelle cellule dell’espettorato indotto di
pazienti affetti da BPCO e I'abbiamo confrontata con quella presente in soggetti fumatori e
non fumatori con funzionalitd polmonare nella norma, al fine di estendere i dati ottenuti dallo
studio sul parenchima polmonare e confrontarli con quelli otftenuti dall’analisi di IL-32 a livello

delle cellule delle vie aeree centrali.
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1. L’'ESPRESSIONE DI IL-32 E TNF-a
NEL PARENCHIMA POLMONARE DEI PAZIENTI AFFETTI DA BPCO

MATERIALI E METODI

CARATTERISTICHE DEI SOGGETTI

Al fini del nostro studio sono stati selezionati 60 pazienti sottoposti ad intervento chirurgico di
frapianto polmonare (monolaterale o bilaterale), di riduzione del volume polmonare (LVRS,
Lung Volume Reduction Surgery) in seguito a grave enfisema, oppure di resezione
polmonare, per la presenza di un nodulo solitario periferico.

La diagnosi di broncoostruzione € stata posta sulla base del riscontro di un valore dell'indice
di Tiffenau, ovvero del rapporto tra il volume d'ariac emesso nel primo secondo in
un'espirazione forzata e la capacitd vitale forzata (VEMS/CVF), minore del 70% in valore
assoluto. Tutti i soggetti inclusi nello studio presentavano una reversibilitd del VEMS, rispetto al
valore basale, inferiore al 12% dopo inalazione di 400 ug di un p2-agonista (salbutamolo).

| soggetti sono stati quindi suddivisi in tre gruppi: il primo gruppo comprendeva 40 fumatori
con BPCO (stadio GOLD I, II, lll e IV); il secondo gruppo includeva 11 soggetti fumatori, privi
di sinfomi caratteristici di BPCO e con funzionalitd respiratoria nella norma (controlli
fumatori); infine il terzo gruppo era costituito da 9 soggetti non fumatori, anch’essi privi di
sinfomi caratteristici di BPCO e con funzionalita respiratoria nella norma (controlli non
fumatori). Durante il mese precedente lo studio, nessuno dei pazienti con BPCO aveva
avuto riacutizzazioni, definite come “un incremento della dispnea associato ad un
cambiamento nella qualitd e/o nella quantitd dell’espettorato, tale da richiedere il ricorso
al medico o I'ospedalizzazione”. Inoltre, nessuno dei soggetti inclusi nello studio, aveva
confratto infezioni acute del fratto respiratorio superiore nel mese precedente lo studio. |
pazienti affetti da BPCO lieve e moderata (stadio GOLD | e ll; VEMS/CVF < 70% e VEMS = 50%
del teorico) ed i soggetti appartenenti ai gruppi di controllo fumatori e non fumatori non
avevano assunto alcuna ferapia corticosteroidea (inalatoria e/o sistemica) o anfibiotica,
durante il mese precedente l'intervento chirurgico né avevano ricevuto broncodilatatori
entro le 48 ore precedenti. Tutti i pazienti con BPCO grave invece avevano ricevuto ferapia
inalatoria con anficolinergici e/o p2-agonisti e dieci di questi soggetti erano stati trattati con
steroidi orali.

Tutti | soggetti erano risultati negativi ai test cutanei ad estratti allergogeni comuni (prick-
test), escludendo la presenza di atopia, e tutti avevano un’anamnesi negativa per storia di
asma o rinifi allergiche.

Lo studio e stato eseguito nel rispetto delle norme stabilite dalla Dichiarazione di Helsinki ed

ogni soggetto incluso nello studio ha rilasciato il suo consenso informato.
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TEST DI FUNZIONALITA RESPIRATORIA

Le prove di funzionalitd respiratoria sono state eseguite avvalendosi di uno spirometro a
campana collegato ad un computer, secondo tecniche standard. Sono stafi calcolati i
valori del volume espiratorio massimo al primo secondo di un’espirazione forzata (VEMS),
della capacitd vitale (CV), della capacitd vitale forzata (CVF), del volume residuo (VR) e
della capacitd polmonare totale (TLC) ed i risultati sono stati espressi come percentuale del
valore teorico, utilizzando i valori predetti normali della Communité Europeenne du Carbon
e de I'Acier (CECA) [37]. Per valutare la reversibilita della limitazione del flusso espiratorio,
nei soggetti che hanno mostrato broncoostruzione, sono state ripetute le misure
spirometriche, 15-20 minuti dopo inalazione di 400 ug di salbutamolo (p2-agonista a breve
durata d’azione). Nei soggetti che hanno presentato normale funzionalitd respiratoria,
invece, e stato eseguito un test di provocazione bronchiale con metacolina per escludere
la presenza di asma bronchiale. Tutti i soggetti hanno mostrato una reattivitd bronchiale nel
range della normalita (PD2o VEMS > 1,44 mg metacolina).

La capacitd di diffusione del monossido di carbonio (DLco) € stata misurata avvalendosi
della tecnica del singolo respiro. Il valore reale della DLco € stato corretto in base ai valori di
emoglobina e monossido di carbonio, ed e stato espresso come percentuale del valore

predetto, usando i dati di riferimento rilevati da Cotes [115].

IMMUNOISTOCHIMICA E ANALISI MORFOMETRICA

| campioni di tessuto polmonare prelevati dai 19 pazienti sottoposti a trapianto polmonare
per BPCO molto grave, sono stati conservati in condizioni di ischemia fredda, per 60 e 120
minufi rispettivamente in caso di frapianto monolaterale e di frapianto bilaterale. | polmoni
espiantati sono stafi fissati tframite perfusione delle vie aeree con formalina al 10% in
tampone fosfato e processati per essere sezionati. | campioni sono stati prelevati da blocchi
di tessuto polmonare selezionati per le loro caratteristiche di perfetta conservazione ed
adeguata inflazione. In particolare, sono stati prelevati campioni di tessuto larghi e softili,
delle dimensioni di 30 x 25 mm, a livello delle aree subpleuriche dei segmenti apicali e
lingulari dei lobi superiori e dei segmenti apicali e basali dei lobi inferiori del polmone sinistro.
Inoltre, sono stati prelevati blocchi di tessuto dalle aree polmonari piu centrali al fine di
raccogliere campioni delle vie aeree segmentarie e dei vasi sanguigni. | campioni del
polmone destro sono stati prelevati secondo dli stessi criteri, considerando la lingula come
lobo medio.

Per quanto riguarda i pazienti softoposti a intervento chirurgico di riduzione dei volumi
polmonari per enfisema severo (LVRS) o di resezione polmonare per nodulo solitario
periferico (in quest'ultimo caso evitando accuratamente le aree direttamente coinvolte
dalla neoplasia) sono stati raccolti per ciascun soggetto da quattro a sei prelievi chirurgici.

Indicativamente ogni campione raccolto doveva essere prelevato a circa 1 cm dal
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margine pleurico ed avere dimensioni approssimative di 10x10x5 mm. | campioni sono
quindi stati immersi in una soluzione di formaldeide al 10% per 4 ore e successivamente in
formaldeide al 4% per 16 ore, fino ad oftenere un tempo complessivo di fissaggio in
formaldeide di 20 ore. La fase seguente, di disidratazione, &€ stata ottenuta mediante
passaggi consecutivi del campione in alcool, a concentrazioni crescenti, per un tempo
complessivo di aimeno 4 ore. Infine la procedura di chiarificazione, tale da rendere |l
campione analizzabile al microscopio ottico e pronto all’'inclusione in paraffina, & stata
realizzata mediante immersione ripetuta del pezzo chirurgico in xilolo per un tempo
complessivo di piu di due ore. Successivamente, il campione e stato incluso in paraffina, per
consentire il taglio e la conservazione del campione stesso.

Tutti i campioni sono stati quindi tagliati con il microtfomo, ottenendo sezioni seriali di 5 um di
spessore, che sono state poi processate per I'analisi immunoistochimica di TNF-a e di IL-32.
Infatti, le sezioni, deparaffinate ed idratate, sono state incubate con tampone citrato 5 mM
a pH 6.0 in forno a microonde per 30 minuti al fine di esporre I'antigene. Si € proceduto
quindi al frattamento delle sezioni con siero di maiale (X0901, Dako) e all'incubazione per 60
minuti con I'anticorpo primario anti TNF-a o anti IL-32 (un anticorpo policlonale prodotto in
topo, dal Prof. Dinarello dell’Universita del Colorado) alla concentrazione di 0,3 ug/mlL.

Le sezioni sono state quindi incubate con il complesso streptavidinabiotina coniugato con
fosfatasi alcalina (Strept AB complex/AP, K0391; Dako) per 30 minuti. L'immunoreattivitd &
stata visualizzata mediante frattamento con diamino-benzidina (DAB, Dako). In fine le
sezioni sono state confrastate con ematossilina di Mayer. Sono stati eseguiti dei controlli
negativi per ligandi aspecifici eventualmente presenti nel sistema, trattando i campioni con
lo stesso procedimento ma escludendo I'incubazione con I'anticorpo primario. Tali controlli
non hanno rilevato alcun segnale, indicando quindi la buona efficacia del metodo
immunoistochimico.

La rilevazione immunoistochimica di TNF-a e di IL-32 ha permesso di quantificare
I'espressione di tale citochina nei macrofagi alveolari e nelle cellule delle pareti alveolari.
L'analisi microscopica e stata condotta con microscopio Olympus BX41 connesso ad un
sistema di registrazione video e collegato ad un sistema computerizzato di analisi
dell'immagine (Image-Pro Plus 5; 2005 Media Cybernetics, Inc).

Per quantificare I'espressione di TNF-a e di IL-32 nei macrofagi alveolari, in ogni paziente
sono stati valutati, per singolo vetrino, almeno 20 campi microscopici, non consecutivi, ad
ingrandimento 630X, al fine di contare almeno 100 macrofagi alveolari. | macrofagi alveolari
sono stati identificati su base morfologica come cellule mononucleate o con nucleo
leggermente reniforme, generalmente di grosse dimensioni, con citoplasma ben
rappresentato e talvolta con forma irregolare, presenti negli spazi alveolari € non adesi alle

pareti alveolari. | risultati sono stati espressi sia come numero di macrofagi TNF-a* o IL-32* per
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campo microscopico, sia come percentuale di macrofagi TNF-a* o IL-32* su macrofagi
totali.

Per quantificare I'espressione di TNF-a e di IL-32 nelle cellule dei setti alveolari, in ogni
paziente sono stafi selezionati 10 campi microscopici ad ingrandimento 630X, non
strettamente consecutivi, ma considerati alternativamente. Attraverso il programma di
analisi dell'immagine e stata, quindi, misurata la lunghezza dei setti e i risultati sono stati
espressi come numero di cellule positive per TNF-a o IL-32 per mm di parete alveolare.
L'espressione di TNF-a e di IL-32 € stata inoltre valutata a livello dell’epitelio e del muscolo
liscio delle vie aeree periferiche e nella funica media delle arteriole polmonari. Questa
valutazione e stata eseguita mediante I'assegnazione di uno score semiquantitativo pari a 0
qguando I'espressione di TNF-a o di IL-32 era pressoché nulla, pari a 1 se I'espressione era
debole, pari a 2 quando I'immunoistochimica rivelava una moderata espressione ed infine
pari a 3 se I'espressione di TNF-a o di IL-32 era importante.

La microscopia confocale & stata utilizzata per confermare la coespressione di TNF-a /IL-32
e di IL-32/CD8 in sezioni seriali consecutive, usando anticorpi primari contro TNF-a, IL-32 e
CD8 (diluiti 1: 30, 1:2000 e 1:50 in tampone fosfato con 5g/L di siero bovino e 1g/L di
gelating, rispettivamente) e anticorpi secondari (IgG di capra anti-topo) coniugati con
ALEXA 488 e TEXAS rosso (SIGMA). Il procedimento & stato ripetuto due volte in una stessa
sezione usando enframbi gli anticorpi. L'anticorpo primario e I'anticorpo secondario sono
stati incubati per 1 ora a temperatura ambiente. | vetrini sono stati lasciati a 4°C e analizzati
dopo 24 ore. L'immunofluorescenza & stata valutata con un microscopio confocale (Biorad
2100 Multiphoton; Hercules, CA), usando un laser argon a 488nm combinato con un laser
elio-neon a 543 nm per eccitare i fluoro cromi verdi (per il INF-a o il CD8) e rossi (per 1L-32),
rispettivamente. La fluorescenza emessa € stata quindi rilevata, per il verde con un filtro da
505 a 530 nm e per il rosso con un filtro a 560 nm. Le immagini sono state analizzate con
Adobe Photoshop 7.0.

Per approfondire le potenziali correlazioni tra TNF-a e IL-32, in un sottogruppo soggetti &
stata effettuata I'analisi immunoistochimica delle cellule positive per fosfo-p38 MAPK e delle
cellule infiammatorie infiltranti le pareti alveolari. La fosforilazione di p38 MAPK & stata
rilevata grazie all’esposizione degli epitopi cellulari immunoreattivi mediante immersione
delle sezioni in 5SmM di tampone citrato a pH 6.0 ed incubazione in forno a microonde ad
alta potenza per 10 minuti, al fine di esporre I'antigene. Tutti i passaggi seguenti sono stati
eseguiti mediante fraftamento delle sezioni con tampone TRIZMA maleato (pH 7.6). | sifi
aspecifici di legame sono stati bloccati usando siero di maiale in diluizione 1:20 (X0901;
Dako, Glostrup, Denmark) ed e stato poi applicato un anticorpo primario monoclonale di
coniglio anti-fosfo-p38 MAPK (diluizione 1:100; Cell Signaling Technology Inc., USA) mediante

incubazione overnight a 4°C in camera umida. Le sezioni sono state poi frattate con |l
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complesso Avidina-Biotina (ABC-complex kit, Dako), sviluppate con Fast Red e confrastate
con ematossilina di Mayer.

Per I'analisi immunoistochimica delle cellule infiammatorie, abbiamo usato anticorpi
monoclonali prodofti in cavia, specifici per neutrofili (anti-elastasi M752, Dako Ltd, High
Wycombe UK) e cellule CD8* (anti-CD8 M7103, Dako). Sono stati quindi valutati 10 campi
microscopici non consecutivi e il risultato & stato espresso come numero di cellule positive
per fosfo-p38 MAPK, di neutrofili e di cellule CD8* per mm di parete alveolare. Questi dati
hanno permesso di studiare le eventuali correlazioni tra I'espressione di TNF-a e di IL-32 con
I'entita dell’infiltrato infiammatorio e delle cellule positive per fosfo-p38.

Inoltre per valutare la specificita di IL-32 rispetto a patologie a patogenesi autoimmune, &
stata valutata la sua espressione anche in patologie polmonari di differenti eziologie. In
particolare sono stati esaminati campioni autoptici di due soggetti con asma bronchiale, un
soggetto con polmonite virale da Cytomegalovirus € uno con polmonite funginea da
Aspergillus. L'espressione di IL-32 € stata indagata inoltre in biopsie polmonari di due soggetti
con polmonite interstiziale non specifica (NSIP) associata a collagenopatia e in un soggetto

affetto da artrite reumatoide con coinvolgimento polmonare.

ANALISI STATISTICA

Tutti i casi sono stati codificati e le misurazioni sono state eseguite senza essere a
conoscenza dei dafi clinici e funzionali dei pazienti. | dati di ciascun gruppo sono stati
espressi come media ed errore standard della media (SEM) per i dati parametrici o come
mediana ed intervallo (range) per i datfi non parametrici.

Per determinare le differenze fra i gruppi sono stafi ufilizzati i seguenti test per confronti
multipli: I'analisi della varianza (ANOVA) e il t test di Student per i dafi clinici e il test non
parametrico di Kruskal Walllis per i dati istologici. Il test U di Mann-Whitney e stato applicato
dopo il test di Kruskal Wallis, per valutare, a gruppi di due, i dati istologici. | coefficienti di
correlazione tra i parametri morfologici ed i dati clinico-funzionali sono stati calcolati
utilizzando il metodo Spearman’s rank. Sono stati accettati come significativi valori di

probabilitd con p<0.05.
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RISULTATI

DATI CLINICI

Le caraftteristiche dei soggetti esaminati in questo studio sono riportati in Tabella 7. | tre
gruppi di pazienti presentavano un’etd media simile e la storia di fumo non differiva
significativamente tra i soggetti affetti da BPCO ed il gruppo di controllo dei fumatori. Come
atteso, sulla base dei criteri di selezione, i pazienti con BPCO presentavano valori di VEMS (%
del teorico) e del rapporti VEMS/CVF (%) significativamente inferiori rispetto al gruppo di

controllo dei fumatori e dei non fumatori.

Caratteristiche (sta dioBPG%OLD 1-1V) d:: zr:r?itrz::o Non Fumatori
Soggetti esaminati (n°) 31M : 9F 11M : OF 2M : 7F
Etd (anni) 60+ 1 64+2 52+7
Storia di fumo 45+ 5 47+7 _
(pack-years)

VEMS (% del teorico) 39 * 4* 102+ 3 108+ 6
VEMS/CVF (%) 45 + 3* 792 82+2
VR (% del teorico) 159 + 13% 921+£13 -
DLco (% del teorico) 46 + 27 74%5 -
PaO2 (mmHg) 74 £ 3* 88+2 803
PaCO2 (mmHg) 46+ 2 371 372

Tabella 7. Caratteristiche cliniche dei soggetti.

| valori del volume residuo (VR) sono stati valutati solo in 41 soggetti (34 pazienti con BPCO e 7
Fumatori di confrollo). La misurazione della DLco e stata eseguita solo in 33 soggetti (28 BPCO
e 5 Fumatori di controllo).

| valori sono espressi come media * errore standard.

* Valore significativamente ridotto rispetto a quello dei Fumatori e Non Fumatori (p<0.05).
$Valore significativamente aumentato rispetto a quello dei Fumatori (p<0.05).

AValore significativamente ridotto rispetto a quello dei Fumatori (p<0.05).
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Il gruppo dei soggetti con BPCO comprendeva 21 pazienti in stadio GOLD 1V, 7 in stadio
GOLD I, 10 in stadio GOLD Il e 2 pazienti in stadio GOLD |. | soggetti fumatori affetti da BPCO
presentavano valori di PaOz significativamente inferiori rispetto ai controlli e valori di PaCO2
significativamente superiori. | fumatori affetti da BPCO mostravano segni di iperinflazione
alveolare (aumento dei valori di volume residuo) e una alterata capacitd di diffusione
alveolo-capillare del monossido di carbonio (riduzione della DLco) alle prove di funzionalita
polmonare, rispetto al gruppo di confrollo dei fumatori. La valutazione dei parametri
spirometrici non & stata eseguita nel caso di un solo paziente sottoposto ad intervento
chirurgico di frapianto polmonare per BPCO grave, in quanto fracheostomizzato. | pazienti
con BPCO lieve/moderata e i soggetti fumatori e non fumatori con funzionalitd respiratoria
nella norma non hanno ricevuto alcuna ferapia antinfiammatoria (ad  esempio
corticosteroidi per via orale o inalatoria) o antibiotica nel mese precedente I'intervento
chirurgico e non sono stati sottoposti a terapia broncodilatatrice nelle 48 ore precedenti. Tutti
i soggetti affefti da BPCO severa erano ftrattati con anticolinergici inalatori e/o p2-

agonisti/corticosteroidi inalatori, inolfre 10 di questi pazienti assumevano corticosteroidi orali.

DATI IMMUNOISTOCHIMICI

IL-32

L'espressione di IL-32 in questo studio € stata osservata soprattutto nei macrofagi alveolari,
nelle pareti alveolari e nell’epitelio delle vie aeree (Figura 8a-c). L'immunoreattivita per IL-32
e stata rilevata soprattutto a livello citoplasmatico, mostrando una positivitd sia diffusa che
granulare. Inoltre, nei soggetti con BPCO si e evidenziata un'infensa colorazione
immunoistochimica a livello del nucleo cellulare, dimostrando cosi la presenza di IL-32 nel
nucleo di numerose cellule, incluse le cellule alveolari cuboidali (Figura 8c,d).

La quantificazione dell’espressione di IL-32 a livello dei macrofagi alveolari ha mostrato una
differenza significativa tra i gruppi di soggetti esaminati (p<0.0001). | pazienti con BPCO infatti
presentavano una percentuale di macrofagi alveolari positivi per IL-32 aumentata rispetto ai
confrolli fumatori (p=0.001) e non fumatori (p<0.0001) (Figura 9a e Figura 8a.,e). Inolire,
I'espressione di IL-32 a livello dei macrofagi alveolari era aumentata nei soggetti fumatori con
funzionalitd polmonare nella norma rispetto ai non fumatori (p=0.03, Figura 9a). Infine,
quando i soggetti con BPCO sono stati suddivisi in base allo stadio di gravitd GOLD, si e
osservata un’elevata espressione di IL-32 nei pazienti affetti da BPCO grave, mentre i soggetti
con BPCO lieve/moderata hanno mostrato livelli bassi di immunoreattivita; tuttavia, la
differenza fra i soggetti con BPCO grave e quelli con BPCO lieve/moderata non ha raggiunto
la significativitd statistica (p=0.07).

Nelle pareti alveolari I'espressione di IL-32 era significativamente aumentata nei pazienti

affetti da BPCO rispetto sia al gruppo dei controlli fumatori che a quello dei non fumatori
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(rispettivamente p=0.0004 e p=0.0005) (Figura 9b). Nella stessa sede I'espressione di IL-32 non
era significativamente diversa nei soggetti di controllo fumatori e non fumatori (Figura 9b).
Inoltre, la quantificazione di IL-32 a livello dell’epitelio bronchiolare ha dimostrato un
aumento di questa citochina nei pazienti con BPCO rispetto ai controlli fumatori (p=0.004) e
non fumatori (p=0.0009) (Tabella 8 € Figura 8b).
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Figura 8. Un'elevata positivitd citoplasmatica é stata rilevata nei pazienti con BPCO a livello
dei macrofagi alveolari (a) e delle cellule epiteliali bronchiali (b). Un'importante reattivitd &
stata riscontrata sia a livello nucleare che citoplasmatico nelle pareti alveolari (ben evidenti
nel riqguadro a maggiore ingrandimento, 400X) (c). Una positivitd citoplasmatica e stata
rlevata anche a livello delle cellule alveolari cuboidali (d). Esempio di immunoistochimica
per IL-32 in un soggetto non fumatore: si evidenzia solo una debole positivitd nei macrofagi
(e). Conftrollo negativo trattato omettendo I'anticorpo primario (f). Ingrandimento originale
200X.
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Figura 9.
Quantificazione di IL-32 nei macrofagi alveolari e nelle cellule della parete alveolare

Conte individuali per la percentuale di macrofagi alveolari IL-32* (a) e per il numero di
cellule della parete alveolare IL-32* (b).

| cerchi pieni (o) rappresentano i soggetti con BPCO di grado lieve/moderato, mentre i
cerchi vuoti (o) rappresentano i soggetti con BPCO di grado grave/molto grave. Le barre
orizzontali rappresentanco i valori mediani. | valori della p nelle figure rappresentano I'analisi
statistica con il test U di Mann Whitney. Kruskall Wallis fest p<0.0001.
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Nessuna differenza significativa invece e stata osservata nell’espressione di IL-32 a livello delle
arteriole polmonari e del muscolo liscio delle vie aeree periferiche nei tre gruppi di soggetti
esaminatfi (Tabella 8). Inoltre, I'analisi immunoistochimica non ha evidenziato alcuna
differenza nell’espressione di IL-32 tra ex-fumatori e fumatori correnti né a livello alveolare, né

bronchicle e neppure a livello delle arteriole polmonari.

BPCO Fumatori Non Fumatori p
Z(;(i)freelig T)rr!ﬁ::i’iolore (%) 57 (0-100) 0(0-58) 0(0-10) p<0.02*
cospelIm e | opes | opia | opo | one
Z(r:’rc;rr?olpzee;)gl-rizc;nori (%) 0(0-57) 0(0-0) 0(0-0) ns.

Tabella 8. Valutazione semiquantitativa dell’espressione di IL-32 nelle vie aeree periferiche e
nelle arteriole polmonari.

| valori sono espressi come: mediana (intervallo).
* Valore significativamente aumentato nei soggetti con BPCO rispetto ai Fumatori e ai Non
Fumatori.

TNF-a

Quando sono state analizzate sezioni seriali di tessuto polmonare dello stesso soggefto,
I'immunoreattivitd per TNF-a & risultata concordare con quella per IL-32. Infatti,
analogamente ad IL-32, anche |'espressione di TNF-a nei macrofagi alveolari & stata

osservata soprattutto a livello citoplasmatico (Figura 10 e 11).
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Figura 10. Fotografia al microscopio oftico di sezioni di campioni chirurgici, che mostrano il
parenchima polmonare di: (A) soggetto fumatore con BPCO grave; (B) controllo fumatore;
(C) controllo non fumatore. Colorazione immunoistochimica con anficorpo monoclonale
diretto contro TNF-a. Ingrandimento 600X.

La freccia indica i macrofagi alveolari positivi alla colorazione specifica per TNF-a.
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Tra i gruppi di soggetti esaminati e stata osservata una differenza significativa nella
percentuale di macrofagi positivi per TNF-a (p<0.0001). In particolare, i macrofagi TNF-a*
erano aumentati sia nei fumatori affetti da BPCO che in quelli con funzionalitd respiratoria
nella norma rispetto ai soggetti non fumatori (rispettivamente p<0.0001 e p=0.0005 Figura
12a). Nessuna differenza significativa invece & emersa nella percentuale di macrofagi TNF-a
*+tra i soggefti con BPCO e i controlli fumatori (Figura 12a). L'espressione di TNF-a nelle parefi
alveolari & risultata aumentata nei soggetti con BPCO rispetto ai non fumatori (p=0.018),
mentre nessuna differenza &€ emersa tra i fumatori affetti da BPCO e i soggetti fumatori con
funzionalitd polmonare nella norma (Figura 12b).

L'immunoreattivitd per TNF-a & risultata simile a livello delle vie aeree periferiche e delle
arteriole polmonari nei tre gruppi di pazienti esaminati (Tabella 9). Inoltre non & stata

evidenziata alcuna differenza significativa tra ex-fumatori fumatori correnti.

BPCO Fumatori Non Fumatori p
Zéﬁﬁigirrlﬁiﬁaore % 0 (0-100) 0 (0-100) 0 (0-16) ns.
wocpano e | oesg | ops | oo | e
fo%rrieo?ee;r;yrf{:éori (%) 0(0-0) 0(0-75) 0(0-0) ns.

Tabella 9. Valutazione semiquantitativa dell’espressione di TNF-a nelle vie aeree periferiche e
nelle arteriole polmonari.

| valori sono espressi come: mediana (intervallo).
* Valore significativamente aumentato nei soggetti con BPCO rispetto ai Fumatori e ai Non
Fumatori.
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Figura 12.

Quantificazione di TNF-a nei macrofagi alveolari e nelle cellule della parete alveolare.

Conte individuali per la percentuale di macrofagi alveolari TNF-a* (a) e per il numero di
cellule della parete alveolare TNF-a* (b) nei fumatori con BPCO, nei soggefti fumatori di
controllo e nei non fumatori. | cerchi pieni (o) rappresentano i soggetti con BPCO di grado
lieve/moderato, mentre i cerchi vuoti (o) rappresentano i soggetti con BPCO di grado
grave/molto grave. Le barre orizzontali rappresentano i valori mediani. | valori della p nelle
figure rappresentano I'analisi statistica con il test U di Mann Whitney. Kruskall Wallis test
p<0.0001 (a) e p=0.05 (b).
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L'analisi immunoistochimica effettuata su sezioni seriali sequenziali di campioni appartenenti
a soggetti fumatori con BPCO ha permesso di evidenziare una stretta correlazione tra
I'espressione di TNF-a e iI-32 (Figura 13).

i - -8 =
__‘!l“' B ‘\ i ld ," “
n . " -y | J. . -.'
- - . - o s'\‘c - A
’ " e =¥y [~
W 4‘0( 4 & ‘J 0\11 -2 'J h‘r
ads - U A o~ ot LA ]
~ ‘!!‘ I-. N y s-:*c nf= ™
St .S i § i [ ‘ g 4 .. gl U £
‘Q~J f’* At \.-."l”vl B e . .t
- - a . i“ L O Ll \ v s
. ‘_-- - ad - o ﬁ oA {.’ LY
Sy -‘.ﬂ ; - . —, " .: ‘. “k‘. ~ # ‘.
b n e . = 5 «t.‘"‘ F{
. B "‘-1 pe |& . Z -~ - ’ﬁ
oy o} . e - J
) .- Tl e oy RYLOASES wt &
' - - |
p iy | - f.0% -
i, . - | g - -
v .‘*' \ 5 &5 .: -~ &
& N T & -
v T o ] e .
- - ™
Vv - (,.-I'_: o .
s mae e ah IS

Figura 13. Immunoistochimica per sezioni seriali sequenziali di IL-32 (A) e TNF-a negli stadi
avanzati di BPCO: le stesse cellule sono positive per entrambi gli anticorpi.
Ingrandimento originale 200X.

Questi risultati sono stati ulteriormente confermati mediante microscopia confocale che ha
permesso di osservare la co-espressione di IL-32 e TNF-a nei macrofagi e la colocalizzazione

nelle pareti alveolari dell'espressione di IL-32 e di CD8 (Figura 14).

Figura 14. Immunofluorescenza che dimostra la co-espressione di IL-32 (A, in rosso) e
TNF-a (B, in verde) negli stessi macrofagi. C) sovrapposizione delle due immagini
precedenti. L'immunofluorescenza dimostra anche la presenza di IL-32 (D, in rosso)

sulle cellule CD8* (E, in verde). (F) sovrapposizione delle due immagini precedenti.
Freccetta: cellula CD8* che esprime IL-32.
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Quando l'espressione di IL-32 & stata valutata nei campioni provenienti da altri disordini
infiammatori del polmone, & stato osservato un forte aumento dell'immunoreattivitd nei
soggetti con artrite reumatoide e con polmonite interstiziale non specifica (NSIP) associata a
collagenopatia, in particolare a livello dei macrofagi alveolari e delle pareti alveolari. Al
contrario una bassa espressione di IL-32, vicina alla negativitd, € stata osservata nei soggetti

deceduti per attacco grave d’'asma bronchiale e per polmonite virale (Figura 15).

Figura 15. Valutazione dell’espressione di 1I-32 in altre patologie infiammatorie
del polmone. E'osservabile un importante immunoreattivitd in soggetti con (A)
interessamento polmonare di artrite reumatoide e (B) polmonite interstiziale non
specifica associata a collagenopatia. Una debole immunoreattivitd, limitata a
qualche macrofago alveolare, & invece osservabile nel soggetto con asma
bronchiale (C), mentre nel soggetto con polmonite virale non si € rilevato alcun
segnale (D). Le frecce indicano i macrofagi IL-32+.
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Cellule Infiammatorie e Fosforilazione di p38 MAPK

Il numero di cellule CD8* a livello delle pareti alveolari era significativamente aumentato nei
fumatori con BPCO rispetto ai fumatori con funzionalitd respiratoria nella norma (p=0.002) e qi
non fumatori (p=0.0002) (Tabella 10). Nessuna differenza e stata invece osservata nel numero
di neutrofili infiltranti le pareti alveolari nei fre gruppi di soggetti coinvolti nello studio.

Inoltre, i pazienti con BPCO hanno mostrato un numero di macrofagi alveolari fosfo-p38+ e di
cellule fosfo-p38* nelle pareti alveolari maggiore rispetto al gruppo dei controlli fumatori
(0<0.002) e non fumatori (p<0.005) (Tabella 10).

Infine il numero di cellule CD8*, di macrofagi alveolari fosfo-p38+ e di cellule fosfo-p38*
presenti nelle pareti alveolari € risultato simile nei fumatori con funzionalitd respiratoria nella

norma e nei non fumatori.

BPCO Fumatori FU:Z?ori o)
Linfociti CD8* (cellule/mm) 7 (2-16) 3 (1-7) 3 (1-4) <0.005*
Neuftrofili (cellule/mm) 4 (1-10) 8 (4-13) 10 (O-14) n.s.
Macrofagi p38MAPK* (%) 33 (0-70) 3 (0-8.4) 4 (1-6) <0.05 *
Cellule p38 MAPK* 6 (0-17) 0 (0-0.2) 0 (0-0) <0.05*
(cellule/mm)

Tabella 10. Quantificazione delle cellule infiammatorie e di P38 MAPK nel parenchima
polmonare.

| valori sono espressi come: mediana (intervallo).

* Valori significativamente aumentati nei soggetti con BPCO rispetto ai Fumatori e ai Non
Fumatori.
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DATI MOLECOLARI

Le indagini immunoistochimiche sono state inolire confermate dall’analisi molecolare dei
livelli di mMRNA per IL-32. | risultati hanno mostrato un aumento significativo dei livelli di mRNA
per IL-32 nei soggetti con BPCO rispetto sia ai conftrolli fumatori sia ai controlli non fumatori
[rispettivamente: 4 volte (p=0.007) e 2.8 volte (p=0.03)]. Nessuna differenza statistica si &
risconfrata fra i due gruppi di confrollo fumatori € non fumatori. L'mRNA per IL-32 era

costituito per la maggior parte dall'isoforma non-a (isoforme B, v e 6) (Figura 18).
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Figura 16. (A) gquantificazione dell'espressione dellmRNA di 1I-32 non-a
(B,y € 6) in tfre gruppi di pazienti (17 con BPCO, 7 confrolli fumatori, é
controlli non fumatori). (B) Risultati dell'immunoelettroforesi su gel
condotta per I'mRNA di IL-32 non-a (B,y e &) ottenuto da pazienti con
BPCO di grado lieve-moderato, BPCO di grado elevato e non fumatori.

59



CORRELAZIONI

Quando tutti i soggetti inclusi in questo studio sono stati considerati come un unico gruppo,
abbiamo osservato una correlazione positiva fra I'espressione di IL-32 a livello dei macrofagi
alveolari e delle pareti alveolari (p<0.0001, r=0.85). Similmente, la percentuale dei macrofagi
alveolari TNF-a* era diretftamente correlata al numero di cellule TNF-a* nelle pareti alveolari
(p<0.0001, r=0.5) (Figura 17).
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Figura 17. Relazione tra la percentuale di macrofagi positivi per IL-32 e TNF-a in tutti i soggetti
inclusi nello studio. | cerchi vuoti rappresentano il gruppo dei fumatori e quello di confrollo
non fumatori; i cerchi grigi rappresentano i pazienti affetti da BPCO di grado lieve/moderato,
mentre i cerchi neri rappresentano i soggetti con BPCO grave o molto grave.

L'espressione di IL-32 sia nei macrofagi alveolari che nelle paretfi alveolari era correlata
positivamente con la percentuale di macrofagi alveolari TNF-a+ (p<0.0001, r=0.7 e p<0.0001,
r=0.6 rispettivamente) e con il numero di cellule TNF-a* nelle pareti alveolari (p<0.0001, r=0.6 e
p=0.0002, r=0.5 rispettivamente).

Inoltre, & stato evidenziato un rapporto di correlazione diretta tra I'espressione di IL-32 a livello
dei macrofagi e delle pareti alveolari ed il numero di cellule CD8* presenti nelle pareti
alveolari (p=0.01, r=0.44 e p=0.04, r=0.34 rispettivamente). Simiimente, I'immunoreattivitd per
IL-32 nei macrofagi e nelle pareti alveolari correlava positivamente sia con la percentuale
dei macrofagi alveolari fosfo-p38* (per entframbi p=0.005, r=0.5) sia con le cellule fosfo-p38*
nella parete alveolare (per entrambi p=0.0008, r=0.6).

Infine, abbiamo analizzato la relazione tra I'espressione delle citochine oggetto di questo
studio e la funzionalitd polmonare. L'espressione di IL-32, sia nei macrofagi (Figura 18) che
nelle pareti alveolari, era negativamente correlata ai valori del VEMS (% del teorico) (per
entrambi p<0.0001, r=-0.5) e del rapporto VEMS/CVF (%) (per entframbi p<0.0001, r=-0.5) e
positivamente correlata ai valori di PaCO2 mmHg (per entrambi p<0.05, r=0.3). Inolire, la

percentuale di macrofagi TNF-a* ¢ risultata essere negativamente correlata con i valori del
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VEMS (% del teorico) (p=0.0008, r=-0.46) (Figura 19), e del rapporto VEMS/CVF (%) (p<0.000T,

r=-0.57) e positivamente correlata con i valori di PaCO2 mmHg (p=0.004, r=0.4).
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Figura 18. Correlazione tra i valori del VEMS (% del teorico) e la percentuale di macrofagi
alveolari IL-32+. Si pud osservare che la funzionalitd respiratoria si riduce progressivamente
all'laumentare della percentuale dei macrofagi alveolari positivi per IL-32 (correlazione di
Spearman). | cerchi vuoti rappresentano il gruppo dei fumatori e quello di controllo non
fumatori; i cerchi grigi rappresentano i pazienti affetti da BPCO di grado lieve/moderato,

mentre i cerchi neri rappresentano i soggetti con BPCO grave o molto grave.
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Figura 19. Correlazione tra i valori del VEMS (% del teorico) e la percentuale di macrofagi
alveolari TNF-a*. Si puo osservare che la funzionalitd respiratoria si riduce progressivamente
all'laumentare della percentuale dei macrofagi alveolari positivi per TNF-a (correlazione di
Spearman). | cerchi vuoti rappresentano il gruppo dei fumatori e quello di controllo non
fumatori; i cerchi grigi rappresentano i pazienti affetti da BPCO di grado lieve/moderato,

mentre i cerchi neri rappresentano i soggetti con BPCO grave o molto grave.

61



62



2. L’ESPRESSIONE DI IL-32 NEL PARENCHIMA POLMONARE
DEI PAZIENTI AFFETTI DA
BPCO CON E SENZA DEFICIT DI ALFA 1 ANTITRIPSINA

MATERIALI E METODI

Al fine poi di indagare il ruolo della risposta immunitaria nei pazienti affetti da BPCO a
patogenesi diversa in questa fase dello studio sono stati esaminati campioni di tessuto
polmonare ottenuti da 42 pazienti sottoposti a frapianto polmonare o a riduzione dei volumi
polmonari per enfisema grave o ad intervento di resezione polmonare per nodulo periferico
solitario: 10 soggetti affetti da BPCO molto grave (GOLD IV) con deficit di AAT, 12 soggetti
con BPCO molto grave e normali livelli di AAT (GOLD 1V), 11 fumatori di controllo,
asinfomatici e con funzionalitd respiratoria nella norma e 9 non fumatori di controllo,
asinfomatici e con funzionalitd respiratoria nella norma.

| campioni chirurgici sono stati prelevati a livello del parenchima subpleurico, ad adeguata
distanza dalle aree interessate dal fumore, fissati in formaldeide al 4% ed inclusi in paraffina.
Sono state quindi ricavate sezioni di 5 um di spessore che sono state processate con
tecniche di immunoistochimica come descritto precedentemente (vedi pag. 44) per
valutare I'espressione di IL-32. La rilevazione immunoistochimica di IL-32 ha permesso di
quantificare I'espressione di tali citochine nei macrofagi alveolari, nelle cellule dei sefti
alveolari e nei follicoli linfoidi del parenchima polmonare. La quantificazione dell’espressione
di IL-32 nei macrofagi alveolari e nelle cellule dei setti alveolari e stata otfenuta mediante le
metodiche precedentemente esposte (vedi pag. 44). L'espressione di IL-32 a livello dei
follicoli linfoidi € stata quantificata contando il numero di follicoli linfoidi parechimali positivi
per IL-32, considerando come follicolo parenchimale un aggregato di linfociti formato da
almeno 50 cellule; i risultati sono stati quindi espressi come follicoli positivi per cm2 di tessuto

esaminato.

ANALISI STATISTICA

| dati sono stati analizzati come descritto precedentemente (vedi pag. 47)
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RISULTATI

Le caratteristiche dei soggetti esaminati in questo studio sono riportati in Tabella 11.

| quattro gruppi di pazienti presentavano un'etd media simile [BPCO con deficit di AAT:
(mediaxSEM) 5313 anni; BPCO con normali livelli di AAT: 58+2; confrolli fumatori: 64+2 anni;
controlli non fumatori: 527 anni)] e la storia di fumo non differiva significativamente tfra i
soggetti affetti da BPCO con deficit di AAT [(mediatSEM) 3518 pack-years], i soggetti BPCO
con normali livelli di AAT [43£13] ed il gruppo di controllo dei fumatori [4717].

Come afteso, sulla base dei criteri di selezione, il volume massimo espirato nel primo
secondo (VEMS) era inferiore sia nei pazienti con BPCO e deficit di AAT [(mediazSEM) 19+2%
del teorico] che nei pazienti con BPCO e livelli normali di AAT [18%2], rispetto ai gruppi di

controllo dei fumatori [102£3] e ai non fumatori [108£6][p<0.05 per ogni confronto].

BPCO BPCO Non

con deficit di AAT con AAT normale Fumatorl Fumatori
Soggetti (n°) 8M : 2F 8M : 4F 1TM : OF 2M: 7F
Eta (anni) 53+3 58+2 642 52+7
?;%rfk_dyiefggo 358 43£13 4747 -
VEMS (%teor) 19£2% 18+2* 102+£3 108+6
VEMS/CVF (%teor) 35+5* 414> 7912 82+2
RV (%teor) 134£27%° 210+29*° 21£12 97+8
DLco (%teor) 1512%° 5119*° 74x5 -
PaO2 (mmHg) 60.5+3* 74x2* 87.6£2 803
PaCO2 (mmHg) 49+5* 54+2* 37.5%1 37+2

Tabella 11. Caratteristiche cliniche dei soggetti.

Valori espressi come media + SEM.

* Valori significativamente ridoftti rispetto ai conftrolli fumatori € non fumatori (p<0.01).

° Valori significativamente ridoftti rispetto ai soggetti con BPCO e livelli normali di AAT (p<0.01).
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Nessuna differenza significativa e stata evidenziata nell’espressione di IL-32 tra i soggetti
BPCO con deficit di AAT e quelli con livelli normali di questa antiproteasi. In particolare
I'espressione di IL-32 nei macrofagi alveolari e nelle pareti alveolari era significativamente
aumentata nei soggetti con BPCO sia con deficit di AAT [mediana (range): 99(86-100)%; 4(0-
8.5)cell/mm] che in quelli con livelli normali di AAT [98(89-100)%; 4.2(2.5-7.5)cell/mm] rispetto
ai fumatori con funzionalitd polmonare nella norma [57(0-99)%; 0(0-3)cell/mm] e ai conftrolli
non fumatori [19(0-48)%; 0(0-2.5)cell/mm] [p<0.005 per ogni confronto]. | soggetti fumatori
hanno mostrato rispetto ai soggetti non fumatori di conftrollo livelli di espressione di IL-32 simili
nelle pareti alveolari, mentre tale espressione ¢ risultata essere aumentata significativamente
nei macrofagi alveolari dei soggetti fumatori rispetto ai soggetti non fumatori [p=0.03] (Figura
20 e 21).
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Figura 20. Quantificazione di IL-32 nei macrofagi alveolari.
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Figura 21. Quantificazione di IL-32 nelle cellule delle pareti alveolari.

65



' aste ol B3 i S & ¢
v e 5 L o b &
- v % b -
":f L IR A T IR
Ez:*“ et ,ﬁq N WY o
4= TH L = e f..r-: & f'-"'-l-.- o ‘h i ~ :.'t.-r

Figura 22. Fotografia al microscopio oftico di sezioni di campioni chirurgici che mostrano il
parenchima polmonare di: (A) soggetto BPCO con deficit di AAT; (B) soggetto BPCO con
livelli di AAT nella norma; (C) soggetto di controllo non fumatore.

Colorazione immunoistochimica con anticorpo monoclonale diretto contro IL-32.
Ingrandimento 600X. La freccia indica i macrofagi alveolari positivi alla colorazione specifica
per IL-32.

Nei follicoli linfoidi I'espressione di IL-32 era significativamente aumentata nei soggetti con
BPCO con livelli normali di AAT [1(0-6)foll/cm?] rispetto ai fumatori [0(0-2)foll/cm?] e ai non
fumatori di controllo [0(0-1)foll/cm?][p<0.05 per ogni confronto]. Un frend simile & stato
osservato per i pazienti con deficit di AAT [1(0-6)foll/cm?2][p<0.06 per ogni confronto]. |
soggetti fumatori invece hanno mostrato livelli di espressione di IL-32 simili rispetto ai soggetti

non fumatori di controllo nei follicoli linfoidi.
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Figura 23. Quantificazione di IL-32 nei follicoli linfoidli.
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Figura 24. Fotografia al microscopio ottico di una sezione di parenchima polmonare di un
soggetto affetto da BPCO e deficit di AAT, che mosira un follicolo linfoide parenchimale
positivo alla colorazione immunoistochimica con anticorpo monoclonale diretto contro IL-32.
Ingrandimento 200X.

67



68



3. QUANTIFICAZIONE DEI FOLLICOLI LINFOIDI
NEL PARENCHIMA POLMARE DEI PAZIENTI AFFETTI DA
BPCO CON E SENZA DEFICIT DI ALFA 1 ANTITRIPSINA

MATERIALI E METODI

Per studiare I'attivazione dei linfociti e la loro organizzazione in follicoli linfoidi abbiamo
esaminato i campioni di tessuto polmonare oftenuti da 36 pazienti sottoposti a trapianto
polmonare per enfisema grave: 9 soggetti affetti da BPCO molto grave (GOLD IV) con
deficit di AAT e 27 soggetti BPCO molto grave (GOLD IV) con livellinormali di AAT.

| campioni chirurgici sono stati prelevati a livello del parenchima subpleurico, fissati in
formaldeide al 4% ed inclusi in paraffina. Sono state quindi ricavate sezioni di 5 um di
spessore, le quali state processate con tecniche di immunoistochimica per quantificare i
follicoli linfoidi positivi CD20*. Per consentire I'esposizione dell’antigene CD20, le sezioni di
parenchima polmonare sono state sottoposte per 30 minuti a riscaldamento in microonde
con citrato buffer (5 mM/L; pH 6.0). Dopo aver bloccato i siti aspecifici di legame usando
siero di coniglio (X0901; Dako, Globstrupt, Denmark), € stato applicato I'anticorpo primario
anti-CD20 (1:100; Dako, Santa Barbara, CA, U.S.A.), a temperatura ambiente, per 1 ora. Le
sezioni sono state quindi incubate con il complesso streptavidina-biotina, coniugato con
fosfatasi alcalina (Strept AB complex/AP, KO3?91; Dako, Globstrupt, Denmark), per 30 minuti e
colorate con diamino-benzidina (DAB; Dako, Globstrupt, Denmark). L'analisi microscopica €
stata condotta con microscopio Olympus BX41 connesso ad un sistema di registrazione
video e collegato ad un sistema computerizzato di analisi dell'immagine (Image-Pro Plus 5;
2005 Media Cybernetics, Inc).

| follicoli linfoidi sono stafi quantificati contando I numero di follicoli linfoidi parechimali,
perivascolari e bronchiolari, considerando come follicolo un aggregato di linfociti formato
da almeno 50 cellule CD20 positive; i risultati sono stati quindi espressi come numero di
follicoli linfoidi parenchimali e perivascolari per cm? di fessuto esaminato e come
percentuale di vie aeree associate a follicoli linfoidi per quanto riguarda i follicoli linfoidi

bronchiolari.

ANALISI STATISTICA

| dati sono stati analizzati come descritto precedentemente (vedi pag. 47)
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RISULTATI

Le caratteristiche dei soggetti esaminati in questo studio sono riportati in Tabella 12.

| due gruppi di soggetti presentavano un'etd media simile [BPCO con deficit di AAT:
(mediaxSEM) 53+3 anni; BPCO con livelli normali di AAT: 57+1], la storia di fumo non differiva
significativamente tra i due gruppi di pazienti [(mediatSEM) 26+2 pack-years; 4218] e |l
volume massimo espirato nel primo secondo (VEMS) era simile in media nei soggetti

esaminafi [(mediaxSEM) 19+2% del teorico; 20+2].

BPCO BPCO
con deficit di AAT con AAT normale

Sesso (n°) 7M : 2F 21M : 6F
Eta (anni) 53+3 571
Storia di Fumo 0642 4048
(pack-years)
VEMS (% pred) 1912 20+2
VEMS/CVF (%) 35+6 38+3

Tabella 12. Caratteristiche cliniche dei soggetti.
Valori espressi come media £ SEM.
p > 0.05 per tutti i confronti.

| follicoli linfoidi erano quasi assenti nei polmoni sani dei donatori, mentre sia nei pazienti con
deficit di AAT che in quelli con livelli normali di questa antiproteasi si & riscontrato un’elevata
numerositd di follicoli linfoidi (Figura 25). In particolare il numero totale di follicoli linfoidi era
aumentato nei soggetti con deficit di AAT, i quali presentavano un numero di follicoli linfoidi
parenchimali piu alto rispetto ai soggetti con livelli normali di AAT [mediana(range): 6(2-12)
vs 2(0-6) foll/cm?2; p=0.0002]. | follicoli linfoidi perivascolari e bronchiolari erano piu numerosi
nei pazienti con deficit di AAT rispetto ai soggetti con livelli di AAT nella norma, ma la
differenza tra i due gruppi non ha raggiunto la significativita statistica [5(0-24) vs 3(0-8)
foll/cm?; 33(20-100) vs 20(0-60)%)] (Tabella 13).
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Figura 25. Fotografia al microscopio oftico di sezioni di parenchima polmonare, che
mostrano (A) un follicolo linfoide parenchimale, (B) un follicolo linfoide perivascolare ed un
follicolo linfoide bronchiolare positivi alla colorazione immunoistochimica con anficorpo
monoclonale diretto contro CD20. Ingrandimento 200X.

BPCO BPCO
con deficit di AAT con AAT normale i
FL parenchimali/cm2 6 (2-12)* 2 (0-6) 0.0002
FL perivascolari/cm?2 5 (0-24) 3 (0-8) n.s.
FL bronchiolari % 33 (20-100) 20 (0-60) n.s.

Tabella 13. Quantificazione dei follicoli linfoidi (FL) parechimali, perivascolari e bronchiolari.
Valori espressi come mediana (range).

* Valori significativamente aumentati rispetto ai soggetti AATN (p<0.05).
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4. L'ESPRESSIONE DI IL-32
NELLE CELLULE DELL’ESPETTORATO INDOTTO
DEI PAZIENTI AFFETTI DA BPCO

MATERIALI E METODI

Infine allo scopo di estendere i dati ottenuti dallo studio sul parenchima polmonare
abbiamo quantificato I'espressione di IL-32 nelle cellule dell’espettorato indotto di 19
pazienti affetti da BPCO in diversi stadi di gravita (stadio I-Il GOLD), 17 soggetti fumatori con
funzionalitd polmonare nella norma e 12 non fumatori con funzionalitd polmonare nella
norma. L'espettorato indotto & stato ottenuto tramite metodiche standardizzate [116]. La
soluzione salina ipertonica da nebulizzare € stata tenuta a tempertura ambiente almeno 15
minuti prima della nebulizzazione. Il VEMS e la CVF di base sono stafi misurati 3 volte e sono
stati registrati i valori migliori; trascorsi 15 minuti dopo la somministrazione di un
broncodilatatore a rapida insorgenza (salbutamolo 200 mcg) framite distanziatore, la
spirometria € stata ripetuta ed & stato registrato il valore di VEMS migliore, tra due prove
eseguite. Se il paziente presentava un VEMS post-broncodilatatore maggiore del 60% del
teorico, si e utilizzata la procedura standard di induzione dell’espettorato; se invece il
paziente era ostruito con un VEMS < del 60% del teorico si e utilizzata la procedura

alternativa.

Procedura standard (VEMS > 60% del teorico)

La procedura ha una durata complessiva di 20 minuti. La soluzione salina al 3% viene
nebulizzata e inalata dal soggetto; il VEMS viene quindi misurato dopo 1, 5, 10, 15, 20 minuti.
Se durante la manovra il VEMS rimane stabile o diminuisce meno del 10% rispetto al valore
iniziale post-broncodilatatore, la concentrazione di soluzione salina viene aumentata dal 3%
al 4% dopo 10 minuti e mantenuta tale fino alla fine della procedura; se il VEMS diminuisce
fra il 10% ed il 20% rispetto al valore iniziale post-broncodilatatore, si continua a
somministrare la soluzione salina al 3%; se il VEMS diminuisce piu del 20% rispetto al valore

iniziale post-broncodilatatore, la nebulizzazione viene interrotta.

Procedura alternativa (VEMS < 60% del teorico)

Anche questa procedura ha una durata complessiva di 20 minuti e viene eseguita
mediante I'uso di una soluzione fisiologica (soluzione salina al 0.9%) nebulizzazta per i primi 5
minuti. il VEMS viene quindi misurato dopo 1, 5, 10, 15, 20 minuti. Se dopo i primi 5 minufi il
VEMS rimane stabile o diminuisce meno del 10% rispetto al valore iniziale post-
broncodilatatore, si inizia la somministrazione di soluzione salina al 3% per i successivi 5

minuti; quindi la concentrazione viene aumentata al 4% e mantenuta tale fino alla fine della
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procedura. Se dopo 5 minuti il VEMS scende fra il 10% ed il 20% rispetto al valore iniziale post-
broncodilatatore, si confinua con la somministrazione di soluzione fisiologica, se il VEMS

scende piu del 20% rispetto al valore iniziale post-broncodilatatore, si interrompe il test.

Nei pazienti considerati a rischio (con grave ostruzione delle vie aeree o con grave
iperreattivitd bronchiale) il VEMS e stato misurato dopo 30 secondi, 1 minuto, 2 minuti, 4
minuti, 8 minuti ed il paziente & stato invitato ad espettorare dopo 4 e 8 minuti, quindi la
procedura & stata interrotta.

Se si assisteva ad una riduzione del VEMS maggiore del 20%, rispetto al valore post-
broncodilatatore, o alla comparsa di sinfomi di broncoostruzione quali tosse, oppressione
toracica, sibili o dispneaq, la nebulizzazione di soluzione salina veniva interrotta ed il soggetto

fraftato con salbutamolo spray.

L'espettorato indotto e stato quindi processato tramite metodiche standard [117] al fine di
ottenere un pellet cellulare, diluito ad una concentrazione pari a 300.000 cellule/ml. Questa
soluzione € stata citocentrifugata e sono stati preparati 2 vetrini per ogni paziente,
processati con fecniche di immunocitochimica per valutare I'espressione di IL-32 come
precedentemente esposto (vedi pag. 44). L'analisi microscopica & stata condotta con
microscopio Olympus BX41 connesso ad un sistema di registrazione video e collegato ad un
sistema computerizzato di analisi dell'immagine (Image-Pro Plus 5; 2005 Media Cybernetics,
Inc). | risultati sono stati espressi mediante uno score, calcolato come prodotto della
percentuale di cellule IL-32 positive per I'intensitd della colorazione, valutata mediante da

un punteggio da 1 (bassa intensitd) a 3 (alta intensitad).

ANALISI STATISTICA

| dati sono stati analizzati come descritto precedentemente (vedi pag. 47)
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RISULTATI

| soggefti reclutati per lo studio dell'espettorato indofto presentavano le seguenti
caratteristiche (Tabella 14): il gruppo di soggetti affetti da BPCO presentava un’etd
superiore rispetto agli altri due gruppi (71+£2; p<0.05 per ogni confronto) e una storia di fumo
simile al gruppo dei fumatori [BPCO: (mediatSEM) 44+5 pack-years; fumatori: 38+5]. I
gruppo dei fumatori e dei non fumatori sani invece avevano un'etd media simile [fumatori
(media+SEM): 58+2; non fumatori: 60+2]. Come atteso, sulla base dei criteri di selezione, il
VEMS era inferiore nei pazienti con BPCO [(media+SEM) 71+4% del teorico] rispetto ai

fumatori (107+3) e ai non fumatori sani (116+5) (p<0.05 per ogni confronto).

BPCO Fumatori Non Fumatori
Sesso (n°) 16M : 3F 8M : 9F SM: 7F
Etd (anni) 71£2° 58+2 60+2
Storia di Fumo 4445 3845 B
(pack-years)
VEMS (% pred) 71x4* 107+3 116+5
VEMS/CVF (%) 58+2* 82+2 89+4

Tabella 14. Caratteristiche dei soggetti.

Valori espressi come media = SEM.

° Valori significativamente aumentati rispetto ai fumatori e non fumatori sani (p<0.05).
* Valori significativamente ridoftti rispetto ai fumatori e non fumatori sani (p<0.05).

L'espressione di IL-32 & stata osservata solo a livello dei macrofagi dell’espettorato indotto,
sopraftutto a livello citoplasmatico (Figura 26). | fre gruppi di soggetti presentavano livelli
simili di espressione di IL-32 [BPCO mediana (range): 150 (0-260); fumatori: 200 (0-300); non
fumatori: 150 (50-200)] (Figura 27).

75



Figura 24. Fotografia al microscopio ottico che mostra i macrofagi dell’espettorato indotto
positivi alla colorazione immunoistochimica con antficorpo monoclonale diretto contro IL-32
di (A) un soggetto affetto da BPCO e (B) di un soggetto fumatore con funzionalitd polmonare
nella norma. Ingrandimento 600X.
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Figura 27. Quantificazione dell’espressione di IL-32 nei macrofagi dell’espettorato indofto.
IL-32 SCORE (0-300): percentuale di macrofagi IL-32 positivi X intensitd della colorazione (1-3).
p > 0.05 per tutti i confronti.
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DISCUSSIONE

Lo studio oggetto di questa tesi ha permesso di dimostrare per la prima volta che nel
polmone periferico di pazienti affetti da BPCO € presente un’aumentata espressione di IL-32
che risulta direttamente correlata alla produzione di TNF-a e al numero di linfociti T CD8* e di
cellule fosfo p38* presenti nelle pareti alveolari.

Nonostante lo sviluppo della BPCO sia determinato da una complessita di fattori, il ruolo del
processo infiammatorio nella patogenesi della malattia &€ ormai indiscusso. Il piu importante
fattore di rischio identificato & il fumo di sigaretta, responsabile del processo infiammatorio
polmonare [118,119], che normalmente rappresenta una risposta aspecifica agli insulti esterni
(risposta innata). Tuttavia non tutti i soggetti fumatori sviluppano la malattia, la quale infatti
riconosce nella sua patogenesi fattori di rischio estrinseci (particelle e gas nocivi, primo tra
futti il fumo di sigaretta), ma anche una predisposizione individuale. Una delle ipotesi,
proposte per spiegare la diversa suscettibilitd allo sviluppo della BPCO nei vari soggetti,
riguarda un possibile cambiamento della risposta immunitaria, da innata aspecifica ad una
risposta acquisita specifica, associata ad una componente autoimmune [62,88]. Questa
ipotesi che e stata avanzata per la prima volta da Agusti e collaboratori ha avuto interessanti
sviluppi negli ultimi anni [88]. Infafti studi recenti hanno dimostrato la presenza di
autoanticorpi diretti contro I'elastina e di IgG circolanti con alta avidita per le cellule epiteliali
polmonari [89,90]. Questi risultati hanno permesso di ipotizzare che nella BPCO venga
attivata sia I'immunitd cellulo-mediata che quella umorale. In una recente review,
pubblicata dal New England Journal of Medicine, Cosio et al. hanno inquadrato i risultati dei
vari studi spiegando come i linfociti T possano essere cellule chiave nel promuovere il danno
polmonare conseguente al rilascio di autoantigeni liberati in seguito ad esposizione al fumo
di sigaretta [91]. Nella BPCO si svilupperebbe quindi una risposta di tipo acquisito direfta
contfro auto-antigeni polmonari, con tutte le caratteristiche proprie delle risposte di tipo
autoimmune.

E opportuno softolineare come un'aumentata espressione di  IL-32 sia  stata
precedentemente descritta in patologie inflammatorie associate ad una componente
autoimmune [110]. Infatti, un’aumentata espressione di questa citochina & stata osservata in
pazienti affetti da artrite reumatoide, a livello del tessuto sinoviale, e nella mucosa intestinale
di pazienti con Morbo di Crohn, malattie in cui & stata ipotizzata una componente
autoimmune [106]. Nel nostro studio abbiamo riscontrato un’intensa espressione di IL-32, oltre
che nei pazienti con BPCO, anche nel paziente con interessamento polmonare di artrite
reumatoide e nel paziente con quadro di polmonite interstiziale non specifica associato a
collagenopatia. Una simile immunoreattivitd non & stata invece rilevata nei pazienti con

asma e polmonite infettiva. Questi risultati suggeriscono che I'lL-32 non sia un segnale
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generale attivato in qualsiasi fipo di processo inflammatorio, ma possa rappresentare un
segnale specifico della risposta autoimmune.

Lavori precedenti hanno dimostrato che IL-32, attraverso |'attivazione di NFkB e p38 MAPK
[100], due fattori di trascrizione intracitoplasmatici, & in grado di stimolare la produzione di
TNF-a, considerata una citochina molto importante nelle patologie infiammatorie croniche.
Nel nostro studio abbiamo osservato che I'espressione di IL-32 era positivamente correlata sia
alla fosforilazione di p38 MAPK, che alla produzione di TNF-a nei macrofagi alveolari. Tutte
queste considerazioni, unite all’evidenza che I'attivazione di NFkB € aumentata nella BPCO
[120], supportano l'ipotesi che IL-32 possa afttivare la produzione di citochine
proinfiammatorie, in particolare del TNF-a, e che, nella BPCO, IL-32 e TNF-a abbiano un ruolo
chiave nella perpetuazione della risposta immune. Inolire lo studio oggetto di questa tesi ha
dimostrato che nel tessuto polmonare vi € una trascrizone attiva di IL-32 grazie alla
rlevazione del’mRNA per IL-32. | soggetti affetti da BPCO hanno mostrato livelli aumentati
delle isoforme IL-32 non-a rispetto ai soggetti di confrollo. L'espressione dell'isoforma a invece
era prevalente nei fumatori e non fumatori di controllo, mentre ¢ risultata bassa nei soggetti
con BPCO. Il ruolo delle diverse isoforme non € noto; tuttavia si pud ipotizzare che splicing
differenti diano origine a varianti diverse della stessa proteina, le quali potrebbero esercitare
una funzione antagonista una sulle altre e viceversa [121,122].

Le osservazioni emerse dallo studio oggetto di questa tesi aggiungono pertanto informazioni
interessanti inerenti ai meccanismi patogenetici della BPCO. Il nostro studio, infatti, dimostra
un aumento dell'espressione di IL-32 e di TNF-a nei fumatori con BPCO rispetto ai soggetti
che, a paritd di sigarette fumate, non hanno sviluppato la limitazione al flusso aereo.
Attraverso le indagini di immunoistochimica e stata rilevata un’importante immunoreattivita
per IL-32 soprattutto a livello citoplasmatico, talvolta associata ad una intensa positivitd
nucleare. Il significato della presenza a livello nucleare di IL-32 non € noto, dato che questa
citochina & prodotta nel citoplasma cellulare. Tuttavia € possibile ipotizzare che la
translocazione di IL-32 all'interno del nucleo influenzi la trascrizione di altre citochine e fattori
di crescita, tra cui il TNF-a.

Nel nostro studio siamo stati in grado di dimostrare, mediante microscopia confocale, la co-
espressione di IL-32 e TNF-a nei macrofagi e la co-localizzazione di IL-32 e CD8 a livello della
parete alveolare. Inoltre, a conferma di quest’ultima osservazione, abbiamo evidenziato una
correlazione positiva tra I'espressione di IL-32 e il numero di linfociti T CD8* infiliranti le pareti
alveolari. Queste evidenze sostengono l'ipotesi che la produzione di IL-32 e TNF-a da parte
dei macrofagi e di IL-32 da parte dei linfociti T CD8* abbia un ruolo chiave nell’amplificazione
del processo infiammatorio caratteristico della malattia.

Lavori precedenti hanno dimostrato che IL-32 non solo possiede proprietd pro-infiammatorie,
ma esplica anche un'attivitd pro-apoptotica nei confronti delle cellule epiteliali. A tal

proposito si ricorda che l'estesa apoptosi delle cellule epiteliali alveolari, in assenza di
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un'adeguata proliferazione € responsabile della perdita del parenchima polmonare
caratteristica dell’enfisema [80,81,123]. Il nostro studio ha evidenziato una correlazione
positiva tra I'espressione di IL-32 e il grado di limitazione del flusso aereo; una correlazione
simile & stata osservata anche tra I'espressione di TNF-a e i valori dei parametri funzionali.
Queste osservazioni avvalorano I'ipotesi che IL-32 e TNF-a possano avere un ruolo importante
nella progressione della malattia, mediante la regolazione sia della risposta infiammatoria
che del processo apoptotico, entrambi amplificati nei soggetti con BPCO avanzata
[61,81,124].

Questa ipotesi € sostenuta dai risultati del nostro studio in cui abbiamo quantificato
I'espressione di IL-32 nel parenchima polmonare di pazienti affetti da BPCO molto grave a
diversa patogenesi, dimostrando che I'espressione di questa citochina € aumentata nel
polmone periferico sia dei pazienti affetti da BPCO molto grave con livelli di AAT nella norma
che in quelli con deficit di AAT rispetto ai soggetti di controllo fumatori e non fumatori. I1L-32
quindi pofrebbe avere un ruolo importante nel regolare le risposte immuni sia nei soggetti
con livelli di AAT nella norma, che in quelli con deficit di AAT. L'aftivazione dei linfociti e la
loro organizzazione in follicoli linfoidi sembra avere un ruolo cruciale nella patogenesi e nella
progressione della BPCO. Infatti, Hogg e collaboratori in un importante lavoro hanno
dimostrato che la progressione della malattia & direttamente associata al livello del processo
inflammatorio presente nella mucosa bronchiale, causato probabilmente da una risposta
immune acquisita, la quale & caratterizzata dall’organizzazione delle cellule infiammatorie in
follicoli linfoidi [55]. In una parte dello studio oggetto di questa tesi abbiamo quantificato il
numero e la distribuzione dei follicoli linfoidi nei polmoni nativi di soggetti sottoposti a
frapiantato polmonare per enfisema in stadio avanzato, dimostrando che il numero di follicoli
linfoidi parenchimali € aumentato soprattutto nei pazienti con deficit di AAT. | risultati dei
nostri studi permettono quindi di ipotizzare che in questi soggetti i meccanismi patogenetici
possano estendersi aldild del noto squiliorio tra proteasi e antiproteasi polmonari,
coinvolgendo un’importante risposta inflammatoria con una componente autoimmune, in
cui I'induzione di IL-32 e la conseguente attivazione linfocitaria potrebbero contribuire alla
perpetuazione del danno polmonare.

Questi dati rivoluzionano I'approccio nei confronti degli stadi avanzati della BPCO, che
tradizionalmente venivano considerati carafterizzati  soltanto  da  lesioni  distruttive.
L'osservazione che in questi pazienti il processo infliammatorio € amplificato pone, infatti, le
basi per futuri interventi terapeutici anche negli stadi piu gravi della malattia.

Infine nel lavoro oggetto di questa tesi abbiamo esteso i dati oftenuti dagli studi di
immunoistochimica sul parenchima polmonare, quantificando I'espressione di IL-32 nelle
cellule dell’espettorato indotto di pazienti affetti da BPCO e confrontandola con quella
presente in soggetti fumatori e non fumatori con funzionalitd polmonare nella norma.

L'espettorato indotto € una metodica non invasiva utile per studiare i soggetti affetti da
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patologie infiammatorie delle vie aeree, in quanto consente di analizzare le cellule e i
mediatori infiammatori preseti a livello delle vie aeree centrali [125,126]. Ci siamo quindi
chiesti se IL-32 potesse costituire un biomarker della BPCO, cioé una molecola associata alle
alterazioni fisiopatologiche tipiche e utile nel predire I'evoluzione della malattia, analizzabile
tframite procedure non invasive. In questa fase dello studio abbiamo dimostrato che
I'espressione di IL-32 € elevata a livello delle vie aeree centrali sia dei soggetti affetti da
BPCO, che nei fumatori e non fumatori con funzionalitd polmonare nella norma. Inoltre non &
stata osservata alcuna differenza significativa nell’espressione di IL-32 a livello delle cellule
dell’espettorato indotto nei tfre gruppi di soggetti esaminati. Questi dafi suggeriscono che
I'analisi dell’espettorato indotto, quale metodica non invasiva, potrebbe non riflettere
accuratamente i meccanismi patogenetici che sono presenti nel polmone profondo.
L'analisi di IL-32 come biomarker nell’espettorato indotto sembra quindi per ora non essere
una procedura affidabile nell'identificazione precoce della malattia. Interessante sarebbe
confrontare negli stessi soggetti I'espressione di IL-32 a livello delle cellule dell’espettorato
indotto e a livello delle cellule del lavaggio broncoalveolare, le quali riflettono i processi
immunologici presenti nel polmone profondo. Le cellule a livello delle vie aeree centrali infatti
potrebbero essere soggette ad una stimolazione infiammatoria diversa rispetto alle cellule

del parenchima polmonare.

In conclusione, il nostro lavoro ha dimostrato un importante aumento dell’espressione di [L-32
nel polmone periferico dei pazienti affetti da BPCO rispetto ai soggetti di controllo fumatori e
non fumatori, e che IL-32 e legata al processo infiammatorio caratteristico di patologie a
componente autoimmune. Inoltre I'espressione di IL-32 & risultata aumentata nel polmone
periferico sia dei pazienti affetti da BPCO molto grave con livelli di AAT nella norma che in
quelli con deficit di AAT rispetto ai soggetti di controllo fumatori e non fumatori. Questi risultati
suggeriscono che IL-32 possa avere un ruolo importante nella persistenza della risposta
infammatoria  con  caratteristiche  autoimmuni,  contribuendo  alle  alterazioni
anatomopatologiche fipiche della BPCO. Nei pazienti con deficit di AAT i meccanismi
patogenetici sembrano quindi coinvolgere un'importante risposta immunitaria, in cui
I'espressione di IL-32 e |'attivazione linfocitaria potreblbero contribuire alla perpetuazione del

danno polmonare.
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