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Editoriale

L’asma & una malattie cronica inflammatoria delle vie aeree caratterizzata sul
piano clinico da episodi di dispnea sibilante, su quello funzionale da ostruzione
bronchiale reversibile delle vie aeree e sul piano biologico da una condizione di
iperresponsivita bronchiale aspecifica.

Nonostante i progressi compiuti nella terapia farmacologica di questa condizione
morbosa, I'asma é ancora considerata una malattia “fuori controllo”. Sono in aumen-
to, infatti, le consultazioni mediche per asma, la prevalenza ed il numero dei casi di
ricovero. | dati piu recenti relativi alla frequenza della malattia nella popolazione
generale sono intorno al 10% in eta pediatrica e fra il 4% ed il 7% nella popolazione
adulta. Inoltre, la stessa mortalita, anche nei paesi a piu elevato sviluppo socio-
economico, non presenta I’atteso trend in diminuzione.

In Italia vi sono attualmente circa tre milioni di pazienti asmatici ed ¢ stato
calcolato che la spesa globale supera i 3000 miliardi di lire in un anno. Questi costi
sono in continua ascesa sia per I’'aumento della incidenza della malattia, sia per gli
elevati costi della terapia.

Importanti progressi sono stati compiuti in questi ultimi anni sui meccanismi
responsabili della patogenesi della malattia, sia per quanto concerne il processo di
sintesi delle IgE, sia per quanto riguarda I’origine e lo sviluppo della flogosi allergica
e dei fenomeni di rimodellamento strutturale delle pareti delle vie aeree. Ed € proprio
su questi aspetti immunoflogistici di recente evidenziazione che si incentra questa
monografia, i cui autori meritano un sentito ringraziamento per lo sforzo fatto
nell’affidarci un volume ricco di spunti originali, derivanti in gran parte da contributi
personali.

Il Professor Gennaro Mazzarella dopo la laurea in Medicina e Chirurgia, ha svolto
uno “stage” di ricerca sotto la guida del Prof. André Minette presso I'lstituto di lgiene
delle Miniere di Hasselt e I’Istituto Medico “Santa Barbara” di Lanaken in Belgio.
Attualmente & Professore Associato di Fisiopatologia Respiratoria presso la Il Univer-
sita degli Studi di Napoli ed & responsabile del Servizio di Allergologia e
Broncoreattivita dell’Istituto di Tisiologia e Malattie dell’ Apparato respiratorio “S.
Marcatili”. E’ autore di numerose pubblicazioni aventi come tema gli aspetti
fisiopatologici dell’asma bronchiale, la funzionalita respiratoria negli atleti e le
broncopneumopatie croniche.

La dottoressa Cecilia Calabrese dopo la laurea in Medicina e chirurgia ha svolto
uno “stage” di ricerca sotto la guida del Prof. Tak Lee e del Dr. Robin Poston, presso
il Dipartimento di Allergologia e Malattie Respiratorie Associate ed il Dipartimento
di Patologia Sperimentale del “Guy’s and St. Thomas’s Medical and Dental School”
dell’Universita di Londra, dove ha acquisito esperienza nel campo della
immunoistochimica applicata allo studio dell’asma bronchiale. E’ Dottore di Ricerca
in Broncopneumologia presso la Il Universita degli Studi di Napoli. Il suo campo
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attuale di studio riguarda I'espressione di molecole di adesione implicate nei mecca-
nismi di reclutamento selettivo degli eosinofili nell’asma bronchiale.

Il dottor Antonio Mezzogiorno dopo la laurea in Medicina e chirurgia ha frequen-
tato in qualita di “Research Fellow” il Dipartimento di Istopatologia e Patologia
Sperimentale ed il Dipartimento di Anatomia del “Charing Cross Hospital and
Medical School” dell’Universita di Londra, dove si € interessato dei fenomeni
biologici relativi al controllo della proliferazione cellulare ed ha svolto sudi compa-
rativi sui fenomeni degenerativi e rigenerativi muscolari, maturando esperienza nel
campo della coltura e trapianto di cellule eucariotiche. E’ Dottore di Ricerca in
Morfologia Umana e Sperimentale preso I’'Universita degli Studi di Bari. Attualmente
sta svolgendo ricerche incentrate sugli aspetti fenotipici e sul pattern secretorio dei
macrofagi nell’asma bronchiale.

Il dottor Gianfranco Peluso dopo la laurea in Medicina e Chirurgia ha svolto
“stages” di ricerca presso il Dipartimento di Immunologia Clinica del Brompton
Hospital di Londra e presso il National Institute of Health di Bethesda. E’ ricercatore
presso I'Istituto di biochimica delle Proteine di Enzimologia del C.N.R. di Napoli. In
collaborazione con numerosi gruppi di ricerca in Europa e negli Stati Uniti d’America
ha sviluppato importanti progetti riguardanti in particolare gli aspetti biochimici
della risposta immunologica verso antigeni considerati “non-self” dell’organismo
umano, ha inoltre partecipato a progetti internazionali di ricerca riguardanti la
reazione flogistica-immunitaria verso biomateriali.

Il dottor Pietro Micheli dopo la laurea in Medicina e Chirurgia, si & specializzato
in Anatomia ed Istologia Patologica presso I’'Universita degli Studi di Trieste ed in
Oncologia presso I’'Universita Cattolica del S. Cuore di Roma. Attualmente & Aiuto di
Anatomia ed Istologia Patologica presso I’Azienda Ospedaliera Monaldi-Cotugno di
Napoli ed ha I'incarico di Patologo presso il Centro A.l.LE.O.P. (Associazione Italiana
di Ematologia ed Oncologia Pediatrica) dell’Ospedale SS. Annunziata di Napoli. Ha
maturato esperienze scientifiche nel campo della immunoistochimica applicata alla
diagnostica istopatologica ed € risultato vincitore del Premio Nazionale SAPOI al |
Congresso FISAPEC 1989 per una ricerca sulla “Identificazione immunoistochimica
dei filamenti intermedi e dei markers specifici nello studio delle neoplasie dei tessuti
molli”.

Il dottor Luigi Romano si € laureato in Chimica ed in Scienze Biologiche presso
I’'Universita degli Studi di Napoli. Attualmente € Chimico Dirigente del Servizio di
Radioimmunologia dell’Azienda Ospedaliera Monaldi-Cotugno di Napoli ed &
Presidente pro-tempore della Societa Campana di Radioimmunologia.

Sergio Rassu
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Introduzione

Sebbene la presenza di alterazioni inflammatorie delle vie aeree nella malattia
asmatica fosse stata gia dimostrata e descritta fin dagli anni '60 su reperti autoptici di
pazienti deceduti in stato asmatico (Dunnil 1960), il riconoscimento della natura flogistica
dell'asma in tutte le fasi della evoluzione della malattia é relativamente recente.

Solo nel 1991, infatti, il National Institute of Health (33) formalizza tale acquisizione,
definendo I'asma bronchiale come una condizione patologica caratterizzata da:

- ostruzione delle vie aeree reversibile spontaneamente o dopo trattamento;

- inflammazione delle vie aeree;

- iperreattivitd bronchiale ad una varieta di stimoli specifici e/0o aspecifici.

La concezione dell'asma come malattia inflammatoria cronica trae supporto da
numerose evidenze.

Innanzitutto da alcune osservazioni cliniche quali: il frequente riscontro di una
associazione tra asma ed eosinofilia del sangue periferico e dell'espettorato; la
presenza, in quest'ultimo, di aggregati di cellule epiteliali e dei caratteristici cristalli
di Charcot-Leyden; I'emissione di tenaci stampi di secrezioni dalle vie aeree durante
le fasi di risoluzione dell'attacco asmatico.

Tuttavia, dirimenti per la dimostrazione dell'esistenza di una condizione di
flogosi sono stati gli studi cito-istologici e biochimici su materiali ottenuti diretta-
mente dalle vie aeree mediante fibrobroncoscopia. Attraverso valutazioni dinamiche
comparative prima e dopo stimolo allergenico ¢ stata chiaramente documentata la
diversa natura dei fenomeni flogistici responsabili della reazione asmatica precoce
(EAR) e tardiva (LAR); la prima e prevalentemente sostenuta dai mastociti e dai loro
prodotti di secrezione; la seconda é su base multi-cellulare con la partecipazione
dapprima di neutrofili e successivamente di eosinofili e linfociti.

Piu recentemente indagini fibrobroncoscopiche effettuate in pazienti con asma
cronico lieve, in fase intercritica, hanno documentato, gia in questa fase iniziale, la
presenza di alterazioni flogistiche che riproducono sul piano qualitativo le modi-
ficazioni precedentemente descritte sui reperti autoptici: alterazioni dell'epitelio
bronchiale prevalentemente di tipo desquamativo, presenza nella mucosa di un
infiltrato flogistico con elevato numero di mastociti, di eosinofili attivati e di linfociti
T helper, ispessimento della membrana basale epiteliale, espressione di un
rimodellamento strutturale precocemente affermatosi. A questi aspetti istologici fa
riscontro, negli stessi pazienti, un aumento del numero delle cellule epiteliali, degli
eosinofili e dei linfociti nel liquido di lavaggio broncoalveolare (BAL) dove e possibile
anche svelare la presenza di numerose citochine e mediatori proinfiammatori che,
globalmente, riflettono I'esistenza di uno stato di attivazione cellulare.

Acquisizioni importanti per la comprensione della patogenesi della malattia sono
derivate dallo studio delle caratteristiche fenotipiche e del pattern secretorio delle
diverse popolazioni cellulari recuperate dal sangue e dalle vie aeree di pazienti
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asmatici. | dati emersi da queste indagini, interpretati alla luce delle piu recenti
conoscenze in campo immunologico, hanno consentito una ricostruzione pit pun-
tuale dei meccanismi responsabili dell'induzione e del mantenimento della risposta
inflammatoria allergica.

Da un modello patogenetico incentrato esclusivamente sul binomio mastocita-
eosinofilo, nelle loro rispettive funzioni di cellule induttrici ed effettrici della reazione
flogistica, si & pervenuto ad una concezione piu articolata nella quale piu linee
cellulari, in un sistema di reciproche interazioni, cooperano per la realizzazione del
processo inflammatorio e del rimodellamento strutturale.

Le conoscenze attuali sulla importanza patogenetica che le diverse cellule assu-
mono in questo complesso network, sulla cronologia con cui esse intervengono nello
svolgimento della reazione infiammatoria, sulla natura dei segnali che mediano la
comunicazione tra le cellule, sono ancora frammentarie.

Tuttavia recenti acquisizioni biologiche cominciano a far luce su questi aspetti.

Un ruolo chiave nell'orchestrare e coordinare I'intera sequenza dei fenomeni
biologici implicati nella immunoflogosi allergica, sembra essere svolto dai linfociti T
helper del sottotipo Th,. Queste cellule, infatti, sono deputate al riconoscimento
specifico dell'antigene; inoltre, attraverso il diretto contatto con i B-linfociti e la
secrezione di IL-4 e IL-13, forniscono ai linfociti B i segnali necessari per stimolarne
la sintesi di IgE. Infine, mediante il rilascio di IL-4 e IL-5 sono in grado di orientare
in senso eosinofilo la composizione dell'infiltrato flogistico.

Oltre ai T linfociti, anche i macrofagi sembrano svolgere una funzione regolatoria
di notevole interesse. Intanto, I'evidenza che i macrofagi esprimono recettori di
membrana per le IgE, suggerisce un loro possibile coinvolgimento nella induzione
della reazione allergica. Inoltre, attraverso la secrezione di citochine, chemochine,
mediatori proinfiammatori e fattori di crescita, i macrofagi sono in grado di modulare
I'attivita funzionale di altre cellule inflammatorie e residenti, contribuendo all'ampli-
ficazione ed al mantenimento della inflammazione e allo sviluppo dei fenomeni di
rimodellamento.

Anche le cellule endoteliali e quelle dell'epitelio bronchiale, ritenute fino a qualche
tempo fa semplici "target” dell'azione di altre cellule, partecipano attivamente alla
realizzazione del processo inflammatorio, sia attraverso la secrezione di citochine che
mediante la espressione di molecole di adesione.

Infine, cellule, quali i mastociti e gli eosinofili, alle quali fino a qualche tempo fa
erano riconosciute azioni importanti ma limitate, ssmbrano poter svolgere funzioni
pit complesse. Cosi i mastociti, oltre a rilasciare istamina, triptasi e mediatori lipidici,
hanno anche la capacita di secernere TNF-a preformato e IL-4, contribuendo alla
precoce attivazione dell'endotelio, alla differenziazione del fenotipo Th, e alla
chemiotassi degli eosinofili.

La concezione della natura flogistica dell'asma bronchiale ha portato ad una
revisione della strategia terapeutica dell'asma. Il trattamento farmacologico anti-
inflammatorio, che nelle concezioni meno recenti si riteneva dovesse essere inserito
soltanto nelle forme acute gravi e nelle fasi evolutive avanzate della malattia, deve
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rappresentare, al contrario, il presidio centrale della terapia dell'asma, anche nelle
forme lievi. Cid allo scopo di controllare il processo inflammatorio, principale
responsabile della iperresponsivita bronchiale e nel tentativo di prevenire o attenua-
re i fenomeni di rimodellamento strutturale.

Le acquisizioni biologiche sopra menzionate inoltre aprono nuove strategie di
intervento. Cosi € in corso di valutazione la possibilita di impiego di anticorpi
monoclonali verso le molecole di adesione specificamente coinvolte nei fenomeni di
reclutamento delle cellule inflammatorie nelle sedi di flogosi (Wein 1993). Inoltre si
sta considerando la possibilita di utilizzare, anche nell'asma, I'impiego di citochine
allo scopo di inibire alcune risposte cellulari, quali la sintesi di IgE. Infine, anche nel
campo della immunoterapia, si vanno delineando interessanti prospettive, basate
sull'impiego di specifici peptidi allergenici che hanno come "target" diretto i T
linfociti allergene-specifici, con la finalita di attenuarne la risposta, di inibire
I'interazione tra il recettore T cellulare e le molecole MHC di classe Il e di modificare
il profilo di produzione delle citochine dal "pattern” Th, verso quello Th,.

In considerazione del notevole arricchimento delle conoscenze sulla patogenesi
dell'asma, frutto di estensive ricerche multidisciplinari, € parso opportuno proporre
un aggiornamento dell'argomento anche alla luce di alcune personali esperienze.
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Substrati isto-citomorfologici dell'asma
bronchiale

1. Alterazioni dell'epitelio bronchiale

La desquamazione e la perdita dell'epitelio, con persistenza, talvolta, solo dello
strato delle cellule basali, rappresentano il reperto pit frequentemente riscontrato in
tessuti bronchiali ottenuti da reperti autoptici o da biopsie di pazienti asmatici
(Appendice Foto 1). Negli stessi soggetti, nel liquido di lavaggio broncoalveolare
(BAL) si riscontra, con elevata frequenza, un aumento del numero delle cellule
epiteliali, che si presentano aggregate in "clusters" (Appendice Foto 2) (Beasley 1989).

Quando I'epitelio & ancora conservato, le cellule ciliate appaiono spesso "rigonfie"”,
con spazi intercellulari allargati, conferendo alla struttura un aspetto "fragile",
caratteristico dell'asma.

A parte queste alterazioni regressive, I'epitelio pud anche mostrare gradi variabili
di metaplasia squamosa, oltre ad un incremento numerico (iperplasia) e dimensiona-
le (ipertrofia) delle "goblet cells" (Appendice Foto 3).

Caratteristica ¢ la presenza, nel contesto dell'epitelio, di una infiltrazione di cellule
inflammatorie, prevalentemente costituita da eosinofili e mastcellule (Foresi 1990).

La desquamazione epiteliale comunemente si ritiene sia dovuta agli effetti di
sostanze citotossiche rilasciate principalmente dagli eosinofili attivati, spesso pre-
senti nella mucosa, in contiguita con la membrana basale subepiteliale (Frigas 1986)
(Appendice Foto 4). E' stato dimostrato che la MBP esplica effetti citotossici sulle
cellule epiteliali di cavia a concentrazioni pitl basse di quelle riscontrate nell'espettorato
di pazienti asmatici; questo dato é stato confermato anche su espianti di tessuto
umano. Inoltre, studi di immunofluorescenza su preparati autoptici, hanno docu-
mentato una stretta associazione fra aree di disepitelizzazione ed aree di maggiore
deposizione di MBP. E stata infine riscontrata - nell'espettorato - una correlazione
positiva tra i livelli di MBP ed il numero di corpi di Creola, nonché - nel BAL - traiil
numero di eosinofili e quello di cellule epiteliali (Reid 1989). Anche la ECP ha una
documentata azione tossica sulle cellule epiteliali, come dimostrato da studi condotti
su trachea di cavia. Tale molecola é stata inoltre dimostrata nella sottomucosa
dell'epitelio bronchiale di pazienti morti per asma (Dunnil 1960).

Tuttavia, I'osservazione che le cellule epiteliali nel BAL, del tipo "soprabasale”
(spesso riunite in aggregati), possano essere vitali, ha fatto avanzare una ulteriore
ipotesi patogenetica: la desquamazione dell'epitelio, piuttosto che espressione di un
effetto citotossico, potrebbe essere la conseguenza di un clivaggio enzimatico delle
giunzioni desmosomiali tra le cellule soprabasali e le cellule basali (Montefort 1992b),
fenomeno dovuto - presumibilmente - al rilascio in loco da parte delle stesse cellule
epiteliali e di altre cellule inflammatorie (principalmente eosinofili) di enzimi
proteolitici (proteasi neutre, metalloproteasi di tipo 1V, etc.).
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Il danno dell'epitelio si ritiene svolga un ruolo preminente nella genesi della
iperresponsivita bronchiale, come dimostrato dall'elevato grado di correlazione,
spesso riscontrato, tra reattivita bronchiale aspecifica e numero delle cellule epiteliali
nel BAL (Beasley 1989).

Tale rapporto sembrerebbe essere mediato da molteplici meccanismi (Marsico
1991):

1) perdita dell"'effetto barriera", con aumentata permeabilita a sostanze irritanti,
allergeni e mediatori della flogosi;

2) smascheramento delle terminazioni nervose sensoriali vagali con attivazione di
riflessi colinergici ed assonici e rilascio di tachichinine ad attivita proinflammatoria
e broncocostrittrice;

3) alterata clearance mucociliare;

4) diminuita produzione di endopeptidasi neutra, con ridotta degradazione
enzimatica dei neurotrasmettitori peptidici;

5) diminuita sintesi di PGE,, EpDRF (Vanhoutte 1989) e di NO, (Barnes 1993) con
riduzione dell'azione modulante, inibitoria, sul tono della muscolatura liscia
bronchiale.

| rapporti fra danno epiteliale ed iperresponsivita delle vie aeree non sono mediati
soltanto dalla perdita delle funzioni protettive normalmente svolte dall'epitelio.
Studi recenti hanno documentato che le cellule epiteliali ottenute da pazienti asmatici
sono in stato di attivazione, per cui € possibile una loro partecipazione diretta
all'induzione ed al mantenimento del processo flogistico, nonché all'amplificazione
della iperresponsivita bronchiale.

E stato dimostrato (Eling 1988) che le cellule epiteliali degli asmatici metabolizzano
I'acido arachidonico preferenzialmente lungo la via della 15-lipossigenasi, con
produzione di 15-HETE ed altre sostanze lipidiche ad azione proinfiammatoria,
broncocostrittrice e favorenti il "release” di mediatori da parte delle mastcellule,
nonché il rilascio di tachichinine dalle terminazioni sensoriali capsaicina-sensibili. E
ormai accertato, inoltre, che la cellula epiteliale, nell'asma, produce aumentate
quantita di endotelina-1 (Springall 1991), la quale, oltre ad esplicare un potente effetto
pro-contratturante sulla muscolatura liscia bronchiale, ha anche un'azione
chemiotattica e mitogena su diverse linee cellulari.

Piu di recente ¢ stato dimostrato che le cellule epiteliali degli asmatici, rispetto a
quelle dei soggetti normali, mostrano un aumento della sintesi di citochine (IL-1b, IL-
6, IL-8, TGF-b), fattori di crescita (PDGF, GM-CSF, fibronectina), sostanze chemiotattiche
(MCP-1) ed una aumentata espressione di molecole di adesione (HLA-DR, ICAM-1)
(Cromwvell 1992, Holgate 1993b, Bochner 1994). Inoltre, I'epitelio bronchiale umano,
stimolato con IL-1b, IFN-ge TNF-a, € in grado di esprimere la forma inducibile della
NO-sintetasi, ed esistono evidenze che la produzione di NO sia aumentata nelle cellule
epiteliali bronchiali ottenute da pazienti asmatici (Nakayama 1992, Barnes 1993,
Springall 1993).

Queste molteplici attivita risultano esaltate nei pazienti asmatici gia in condizioni
basali, e tendono ad essere particolarmente evidenti nelle fasi di riacutizzazione della
malattia.
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Nell'insieme, analogamente a quanto dimostrato per I'endotelio in altre patologie,
I'epitelio, in corso di asma bronchiale, sembra in grado di attivare "programmi
funzionali” orientati in senso pro-infiammatorio e broncocostrittore, partecipando
alla complessa rete di cellule e mediatori responsabili dello sviluppo del processo

flogistico che caratterizza la malattia.

Le acquisizioni sopra riportate sul ruolo delle modificazioni morfologiche e
funzionali delle cellule epiteliali nella genesi della flogosi delle vie aeree e della
iperresponsivita bronchiale sono riassunte nella Tabella 1.

Tipo di alterazione

Funzioni

Effetti

Regressione <

Attivazione <

~ Effetto barriera

Smascheramento terminazioni

nervose

Compromissione apparato
ciliare

"~ Produzione EpDRF, PGE,

~ Produzione endopeptidasi
neutra

- Metabol. 15-lipossigenasi

- Endotelina

- PAF

- Citochine (TGFb; GM-CSF
IL-6, IL-8, IL-1b)

- Fattori di crescita

(PDGF,; fibronectina)

- Chemochine (MCP-1)

- Molecole di adesione
(HLA-DR, ICAM-1)

- Permeabilita ad allergeni,
sostanze irritanti e mediatori

Attivazione riflessi bronco-
costrittori (vagali, assonici)
induzione neuroflogosi

Alterata clearance muco

~ Modulaz. inibitoria tono
muscolatura liscia bronchiale

" Modulazione inibitoria
sistema tachichinine (SP,
NKA, NKB, CGRP)

Broncocostrizione,

az. proinfiammatoria.

- Release da mastociti
terminazioni sensoriali

Contrazione muscolatura
liscia, az. mitogena

Priming, chemiotassi
cellule infiammatorie

- responsiv. bronchiale
- adesiv. intercell.

Azione proinfiammatoria
e chemiotattica, rimodel-
lamento strutturale.

Chemiotassi monociti

Interazione cellulare
e presentaz. antigene

Tabella 1. Epitelio ed asma bronchiale.
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2. Ispessimento della membrana basale subepiteliale

L'ispessimento della membrana basale & una alterazione pressoché costante
nell'asma cronico, presente anche nelle forme lievi (mild asthma) e che, probabilmen-
te, si afferma fin dalle fasi evolutive iniziali della malattia (Appendice Foto 5). Studt
morfologici comparativi tra asma e bronchite cronica, suggeriscono che questo
processo di rimodellamento é una caratteristica distintiva dell'asma.

La microscopia elettronica ha dimostrato che I'ispessimento non interessa la
lamina densa, bensi la lamina reticularis, situata al di sotto della vera membrana
basale (Roche 1989). Osservazioni di immunoistochimica, effettuate mediante I'im-
piego di anticorpi monoclonali specifici, hanno consentito di stabilire che I'ispessimento
sottoepiteliale & sostenuto, principalmente, dalla deposizione di collagene (tipo I, 111,
V) e fibronectina. Al contrario, la composizione biochimica della membrana basale
vera, negli asmatici, non differisce dalla norma (collagene tipo IV, fibronectina e
laminina). La presenza di questi particolari tipi di collagene (I, 111, V) ha indotto ad
ipotizzare che non sia la cellula epiteliale il principale responsabile di questo processo
di rimodellamento, ma, verosimilmente, i miofibroblasti (Roche 1989). Un accresciu-
to numero di queste cellule é stato, infatti, rilevato nella sottomucosa di soggetti
asmatici atopici. E stata inoltre riscontrata una significativa correlazione tra numero
di miofibroblasti e grado di ispessimento della membrana basale (Brewster 1990).

Alla realizzazione della fibrosi subepiteliale concorrono fattori di crescita per i
miofibroblasti (PDGF e fibronectina) e fattori che stimolano la sintesi di collagene (i.e.
TGF-b di origine epiteliale, eosinofila e macrofagica). Anche I'endotelina si ritiene
abbia un ruolo importante, per la sua capacita di stimolare la contrazione e la
chemiotassi dei miofibroblasti, nonché per la sua attivita mitogena.

L'etiopatogenesi della fibrosi subepiteliale non € ancora compresa in tutti i suoi
meccanismi, ma & molto probabile che tale fenomeno implichi il coinvolgimento e la
cooperazione di piu linee cellulari. Cosi, ad esempio, il miofibroblasto, oltre che
"target" dell'azione di citochine e fattori di crescita rilasciati dall'epitelio, eosinofili,
macrofagi, &€ anche in grado di esercitare un'attivita regolatrice attraverso la pro-
duzione di IL-8 e GM-CSF.

Il significato dell'ispessimento della membrana basale nell'asma bronchiale, &
discusso. La precocita con cui questa alterazione si sviluppa suggerisce che possa
trattarsi di un meccanismo finalizzato a limitare le conseguenze del danno epiteliale,
ostacolando la penetrazione ed il passaggio nel sangue di sostanze nocive. Tuttavia,
lo scarso apporto di sangue che la fibrosi comporta, potrebbe essere un fattore di
aggravamento dei processi regressivi dell'epitelio. Inoltre, nell'asma cronico severo,
I'estensione eccentrica della reazione fibrotica nello spessore della parete bronchiale,
contribuisce ad aggravare lo stato broncostruttivo, incrementandone la componente
irreversibile.

La frequenza con cui l'ispessimento della membrana basale si associa alla configu-
razione morfologica di epitelio "fragile” peculiare dell'asma, a differenza della
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bronchite cronica, ove, invece, prevalgono modificazioni epiteliali di tipo iperpla-
stico-metaplasico, lascia intravedere uno stretto rapporto tra tipo di alterazione
epiteliale e risposta del connettivo sottostante. Tuttavia, nell'asma la membrana
basale risulta ispessita anche nelle sedi ove I'epitelio appare integro. Cio suggerisce
che la fibrosi subepiteliale, al pari di altri fenomeni (infiltrazione eosinofila;
differenziazione linfocitaria di tipo Th,), sia I'espressione di una risposta biologica
caratteristica della malattia asmatica.

3. Ipertrofia ed iperplasia dell'apparato mucosecernente

L'ipersecrezione bronchiale, insieme allo spasmo della muscolatura liscia ed
all'edema della mucosa, integra la triade patogenetica responsabile dell'ostruzione
reversibile delle vie aeree che caratterizza I'asma.

L'alterazione della produzione di muco € documentata, innanzitutto, dall'eviden-
za clinica della frequente emissione, durante la fase di risoluzione dell'attacco
asmatico, di piccole quantita di escreato denso e viscoso. Inoltre, lo studio istologico
di biopsie bronchiali ottenute da pazienti con asma di grado lieve dimostra la
presenza di ipertrofia ed iperplasia delle ghiandole sottomucose e di un aumento del
numero delle "goblet cells". Infine, all'esame anatomo-patologico su polmoni di
pazienti deceduti per asma grave € comune il rilievo di secrezioni di muco occludenti
il lume delle vie aeree.

Nell'asma vi € uno stretto rapporto tra flogosi ed alterata produzione del muco
bronchiale. L'ipertrofia e l'iperplasia dell'apparato muco-secernente rispecchiano,
infatti, la risposta delle ghiandole sottomucose e delle "goblet cells" all'azione di
enzimi, citochine e fattori di crescita rilasciati da cellule residenti e cellule inflamma-
torie attivate. Inoltre, gli stessi mediatori della flogosi sono, direttamente o indiret-
tamente, responsabili dell'alterata regolazione della secrezione del muco (Djukanovic
1990, Lundgren 1990).

L'accresciuta produzione di muco che si verifica nell'asma, soprattutto nelle fasi
di riacutizzazione della malattia, & dovuta innanzitutto all'attivazione di meccanismi
nervosi.

Fibre nervose colinergiche sono strettamente associate alle ghiandole sottomucose
ed una densa popolazione di recettori muscarinici, prevalentemente del sottotipo
m3, & presente sulle cellule sierose e mucose degli acini ghiandolari. Interagendo con
tali recettori, I'acetilcolina induce un aumento del trasporto di ioni ed acqua nel lume
bronchiale e della secrezione di glicoproteine del muco.

Nell'asma il tono vagale & aumentato e la flogosi delle vie aeree concorre in misura
rilevante alla genesi di tale alterazione. | mediatori inflammmatori, infatti, stimolano
le terminazioni sensoriali parasimpatiche (“irritant receptors", terminazioni delle
fibre C), attivando riflessi vagali; inoltre, molti di questi mediatori (in particolare, il
trombossano A, ed i leucotrieni C, e D), interagendo con recettori specifici situati
sulle terminazioni delle fibre colinergiche post-gangliari, facilitano il rilascio di
acetilcolina.
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Un secondo importante meccanismo nervoso, responsabile dell'alterata produ-
zione di muco nei pazienti asmatici, € mediato dal rilascio di neuropeptidi.

Fibre nervose contenenti VIP e varie tachichinine (sostanza P, neurochinine A e B,
peptide correlato al gene della calcitonina, bombesina) sono presenti in associazione
con le ghiandole sottomucose, e su queste strutture, con metodiche autoradiografiche,
€ stata documentata una densa popolazione di recettori per i neuropeptidi.

Sebbene il VIP, co-rilasciato insieme all'acetilcolina dalle terminazioni colinergiche
post-gangliari, abbia la capacita di stimolare la secrezione di muco, maggiore
significato nella patogenesi dell'ipersecrezione bronchiale nell'asma riveste I'attiva-
zione da parte di mediatori flogistici (i.e. bradichinina e lisina-bradichinina) di riflessi
assonici con conseguente liberazione di tachichinine dalle terminazioni sensoriali
capsaicina-sensibili.

Numerose evidenze sperimentali hanno documentato che la sostanza P (SP), a
concentrazioni nanomolari, interagendo con i recettori NK1, maggiormente rappre-
sentati a livello ghiandolare, esplica un potente effetto secretagogo promuovendo sia
il rilascio delle secrezioni preformate in seguito alla stimolazione della contrazione
delle cellule mio-epiteliali dei dotti ghiandolari, sia la produzione di glicoproteine.
Inoltre, la SP, per la sua marcata azione vasodilatante e vasopermeabilizzante,
incrementa nel secreto la componente proteica di provenienza plasmatica. In tal
modo l'ipersecrezione bronchiale, insieme alla broncocostrizione, alla vasodilatazione,
all'aumento della permeabilita vascolare ed alla chemiotassi di cellule infiammatorie,
fa parte del processo di neuroflogosi che assume grande importanza nella patogenesi
dell'asma, soprattutto nelle fasi di riacutizzazione della malattia.

Oltre che attraverso la mediazione di influenze nervose, i mediatori della flogosi,
interagendo con specifici recettori presenti a livello ghiandolare, sono in grado di
stimolare direttamente la produzione di muco bronchiale.

A questo riguardo, particolare rilevanza nella patogenesi dell'alterata secrezione
di muco nell'asma hanno i mediatori di natura lipidica (LTC,, LTD,, mono-HETE,
PGF,,, TXA,, PAF), in particolare i metaboliti dell'acido arachidonico derivanti dalla
via della 5-lipossigenasi.

I leucotrieni C, e D, rilasciati dagli eosinofili e dai mastociti, a concentrazioni pico-
e nanomolari sono in grado di stimolare la produzione di glicoproteine. L'accresciuta
viscosita delle secrezioni in corso di accesso asmatico sarebbe legata principalmente
all'ipersecrezione di glicoproteine e all'essudazione di proteine plasmatiche.

Anche l'istamina, principale mediatore preformato rilasciato dai mastociti e dai
basofili a seguito del processo di degranulazione, induce un aumento della secrezio-
ne di glicoproteine ed un'attivazione del trasporto di ioni ed acqua, mediante la
stimolazione dei recettori del sottotipo H,.

Inoltre, i leucociti attivati rilasciano un mediatore, il MMS (macrophage monocyte-
derived mucus secretagogue) che € in grado di indurre un'aumentata secrezione di
muco (di circa il 40%) da parte dei tessuti delle vie aeree umane in coltura.

Infine, un ruolo significativo nella patogenesi dell'alterazione della secrezione
mucosa puo0 essere svolto dai metaboliti reattivi dell'ossigeno, rilasciati da macrofagi,
eosinofili ed altre cellule infiammatorie attivate.
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L'aumento del volume e della viscosita delle secrezioni bronchiali ed il decremento
della clearance muco-ciliare, favoriscono il ristagno del secreto aggravando, in tal
modo, la condizione di ostruzione bronchiale.

4. Ipertrofia ed iperplasia della muscolatura liscia

L'aumento della massa della muscolatura liscia tracheo-bronchiale € un‘alterazio-
ne comunemente osservata nei pazienti asmatici. Tale modificazione, analogamente
all'ispessimento della membrana basale ed all'ipertrofia ed iperplasia dell'apparato
mucosecernente, rientra nel quadro dei processi di rimodellamento strutturale delle
pareti delle vie aeree e puo realizzarsi sia per un incremento del numero delle
fibrocellule muscolari lisce (iperplasia), sia per un aumento delle dimensioni delle
singole cellule (ipertrofia) (Stewart 1993).

Non & ancora chiaro quale rapporto vi sia fra questa alterazione strutturale della
muscolatura liscia e lI'iperresponsivita bronchiale, che rappresenta la tipica anomalia
biologica e funzionale dell'asma. Recenti evidenze suggeriscono che la patogenesi di
entrambi i fenomeni sia mediata dalla flogosi delle vie aeree che caratterizza questa
malattia. Tuttavia, € verosimile che, analogamente a quanto si verifica nell'apparato
vascolare, I'alterazione funzionale responsabile dell'esagerata risposta contrattile
della muscolatura liscia si instauri in una fase precoce rispetto alla successiva
modificazione anatomica. D'altra parte, una volta sviluppatosi, I'aumento della
massa muscolare ¢ in grado di amplificare la risposta contrattile, concorrendo ad
aggravare lo stato bronco-ostruttivo. E' stato infatti dimostrato che, per qualsiasi
grado di contrazione delle fibrocellule muscolari lisce, le vie aeree con pareti ispessite
dei pazienti asmatici vanno incontro ad un restringimento di calibro superiore a
guello rilevabile nei soggetti normali. Le due curve di resistenza al flusso aereo
divergono nettamente a partire da valori di accorciamento muscolare superiori al
20% (James 1989).

Recenti studi morfometrici hanno documentato che negli asmatici il tipo di
risposta cellulare responsabile dell'incremento della massa muscolare ¢ diverso in
rapporto al livello topografico di interessamento dell'albero bronchiale: I'ispessimento
muscolare nei bronchi di grosso calibro & fondamentalmente sostenuto dall'iperplasia,
mentre a livello dei bronchi di piccolo calibro prevale l'ipertrofia. Cio suggerisce che
differenti meccanismi fisiopatologici intervengano nella genesi dell'ispessimento
della muscolatura liscia delle vie aeree nei pazienti con asma (Ebina 1990, 1993).

La muscolatura liscia € in grado di realizzare potenti risposte di tipo proliferativo
in seguito all'aumento dei carichi lavorativi; ad esempio, l'ipertensione arteriosa
cronica conduce all'ispessimento, su base essenzialmente iperplasica, della parete dei
piccoli vasi di resistenza. Le fibrocellule muscolari lisce, inoltre, possono rispondere
ad una varieta di stimoli proliferativi: fattori di crescita, citochine, mediatori dell'in-
fiammazione. Cominciano, infine, a delinearsi alcuni dei meccanismi biologici in
grado di modulare in senso inibitorio le risposte di tipo proliferativo.
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Gli agenti mitogeni attivi sulla muscolatura liscia delle vie aeree (Tabella 2), a
seconda del tipo di recettore stimolato e della via di trasduzione del segnale
utilizzata, possono essere fondamentalmente suddivisi in due gruppi: a) mitogeni
che operano attivando recettori accoppiati alle proteine G; b) mitogeni che stimolano
recettori con intrinseca attivita tirosin-kinasica (Panettieri 1994).

a) Mitogeni che attivano recettori accoppiati alle proteine G

Studi recenti, effettuati soprattutto sulla muscolatura liscia vascolare, hanno
dimostrato che diversi agonisti contrattili sono in grado di indurre proliferazione
delle fibrocellule muscolari lisce. Questo aspetto assume una notevole importanza in
quanto potrebbe costituire un nesso cruciale tra stimolazione cronica della contrazio-
ne muscolare e rimodellamento della parete delle vie aeree.

Gli agonisti contrattili che esplicano anche attivita mitogena utilizzano per la
trasduzione del segnale la via dei polifosfoinositidi, illustrata nella Figura 1. Il
principale meccanismo responsabile della stimolazione del processo proliferativo €
rappresentato dall'induzione C kinasi-mediata dell'espressione dei proto-oncogeni
c-fos, c-jun e jun-B. Questi "early response genes" fungono da terzi messaggeri nucleari,
in quanto codificano la sintesi delle proteine fos, jun e jun-B, che a loro volta interagiscono
con il DNA genomico modulando la trascrizione di specifici geni "target” ("long
response genes") implicati nella risposta proliferativa cellulare (Figura 2).

Nell'ambito delle sostanze ad attivita contratturante, un'attivita mitogena sulla
muscolatura liscia delle vie aeree ¢ stata dimostrata nell'animale da esperimento per
I'istamina, la serotonina, il trombossano A, (TxA) e I'endotelina-1 (ET-1) (Panettieri
1990, 1992). Esistono, tuttavia, significative variazioni di questa attivita biologica
nelle differenti specie. Cosi, ad esempio, TXA,, ET-1 e leucotriene D, (LTD,) sembrano
avere uno scarso effetto proliferativo sui miociti delle vie aeree umane.

Fra gli agonisti contrattili che operano attivando recettori accoppiati alla proteina
Gq, responsabile dell'attivazione dell'isoformab, della fosfolipasi C (PLCb,) e della
conseguente idrolisi dei polifosfoinositidi, non tutti sono dotati di proprieta mitogene,
nonostante inducano mobilizzazione del Ca* endocellulare e stimolazione della
protein kinasi C (PKC). Le ragioni di tale fenomeno non sono ancora chiare. L'effetto
mitogeno sembra non essere strettamente dipendente dall'aumento dei livelli citosolici
di Ca*, come e dimostrato dalla risposta proliferativa indotta dagli esteri del forbolo,
attivatori esogeni della PKC che non hanno alcuna influenza sui flussi cellulari del Ca**.
D'altra parte, l'attivazione della PKC sembra debba considerarsi una condizione
necessaria ma non sufficiente per la stimolazione della proliferazione cellulare.

Un ulteriore sito di regolazione della risposta proliferativa, situato a livello di una
fase ancora piu precoce del processo di trasduzione del segnale, potrebbe essere
rappresentato dall'attivazione delle proteine G. Ad esempio, € stato documentato che
I'azione mitogena della trombina e della bradichinina dipende dalla stimolazione
della proteina Gg. Tuttavia, a differenza della bradichinina, per la trombina &
necessario anche l'intervento della proteina Gi,. Cio suggerisce che, per l'induzione
della crescita cellulare, alcuni fattori mitogeni richiedano un accoppiamento funzio-
nale a distinti sottotipi di proteine G.
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Derivazione cellulare

Stimolazione autocrina

Mitogeno Via di attivazione
Epidermal Macrofagi, RTK Non nota
growth factor epitelio
Insulin-like Macrofagi, RTK Si
growth factor-I muscolo liscio,
fibroblasti
Platelet-derived Macrofagi, RTK Si
growth factor epitelio,
piastrine, endotelio
Fibroblast Endotelio, RTK Si
growth factor muscolo liscio,
fibroblasti
Interleuchina-I Macrofagi, RTK Si
T- and B-linfociti,
endotelio,
muscolo liscio,
fibroblasti, cellule gliali
Colony stimulating Macrofagi, RTK Si
factor T-linfociti, endotelio,
basofili, mast-cellule
Istamina Basofili, mast-cellule Proteina G No
5-ldrossitriptamina Piastrine, Proteina G No
cellule nervose
Trombina Proteina sierica Proteina G No
Endotelina-1 Epitelio, endotelio Proteina G Si
Trombossano A, Macrofagi, Proteina G Si
piastrine, basofili,
muscolo liscio,
mast-cellule,
eosinofili, etc.
b-Esosaminidasi Macrofagi, Non nota Non nota
eosinofili,
mast-cellule
Leucotriene D, Macrofagi, ProteinaG Si

piastrine, mast-cellule,
muscolo liscio,
eosinofili, etc.

| fattori di crescita per la muscolatura liscia legano recettori dotati di attivita tirosino-chinasica intrinseca

(RTK) o recettori accoppiati a proteine regolatrici del tipo delle G proteins.

Tabella 2. Fattori potenzialmente mitogeni per la muscolatura delle vie aeree.
Adattato da R.A. Panettieri: Airways Smooth Muscle Cell Growth and Proliferation.
In: Airways Smooth Muscle: Development, and Regulation of Contractility. D.

Raeburn e M.A. Giembycz eds.; Birkauser Verlag, Basel, 1994.
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Figura 1. Schema illustrativo dei possibili “pathways” mediante i quali fattori di
crescita ed agonisti contrattili inducono la proliferazione delle fibrocellule musco-
lari liscie bronchiali.

Adattato e modificato da M.J. Berridge: Inositol trisphosphate and calcium signalling.
Nature, vol. 361, 28 Jan. 1993.
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Figura 2. Schema dei possibili eventi regolatori nucleari conseguenti ad attivazione
della proteina-kinasi C da parte di fattori di crescita ed agonisti contrattili.
Adattato da R.A. Panettieri Jr.: Airways Smooth Muscle Cell Growth and Prolife-
ration. In “Airways Smooth Muscle: Development, and Regulation of Contractility.
D. Raeburn e M.A. Giembycz (eds.), Birkauser Verlag, Basel, 1994.
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b) Mitogeni che attivano recettori con intrinseca attivita tirosin-kinasica

Numerose linee cellulari coinvolte nella risposta flogistica delle vie aeree che
caratterizza I'asma bronchiale, quali macrofagi, linfociti T, mastociti, eosinofili, etc.,
possono secernere vari fattori di crescita che esplicano la loro funzione mitogena
attraverso l'attivazione di recettori con intrinseca attivita tirosin-kinasica.

Oltre che con la stimolazione diretta della mitogenesi dei miociti, queste sostanze
stimolano la proliferazione della muscolatura liscia anche mediante meccanismi di
tipo autocrino. A livello dei vasi sanguigni, ad esempio, il "platelet-derived growth
factor" (PDGF) e l'interleuchina-1 (IL-1) inducono la loro stessa secrezione da parte
delle fibrocellule muscolari lisce, con conseguente ulteriore amplificazione della
risposta proliferativa.

Per quanto riguarda la muscolatura liscia delle vie aeree, ¢ stato recentemente
dimostrato che una potente azione mitogena é esplicata dall' "epidermal growth
factor" (EGF) su cellule umane e dal PDGF su linee cellulari bovine. La risposta
proliferativa indotta da questi fattori di crescita € di entita notevolmente superiore a
guella ottenibile con gli agonisti contrattili accoppiati alle proteine G, com'é anche
documentato dall'osservazione che I'EGF ¢ gia significativamente attivo a concentra-
zioni nanomolari.

Gli effetti delle sostanze mitogene che agiscono attraverso la stimolazione di
recettori con funzione tirosin-kinasica sono mediati dall'attivazione di un articolato
sistema di trasduzione del segnale, che garantisce il trasferimento del messaggio
biologico dalla membrana plasmatica al nucleo della cellula. In particolare, I'attivita
tirosin-kinasica di questi recettori & responsabile della stimolazione dell'isoformag
della fosfolipasi C (PLCg,), cui conseguono la mobilizzazione IP,-dipendente di Ca**
e l'attivazione DAG-mediata della PKC, e della fosforilazione di altri "target" molecolari
(Berridge 1993). Tra quest'ultimi, notevole importanza assume l'attivazione
sequenziale di una complessa cascata di chinasi che culmina nella stimolazione delle
cosiddette "mitogen-activated protein kinases" (MAPKS). Questi enzimi penetrano
nel nucleo e verosimilmente attivano i complessifos/jun ed altri fattori trascrizionali,
facilitando le loro interazioni con il DNA genomico ed inducendo cosi I'espressione
dei geni responsabili della proliferazione cellulare.

Infine, anche l'afflusso di Ca** dall'esterno all'interno della cellula potrebbe
contribuire alla realizzazione delle risposte proliferative, ma non sembra che questo
fenomeno svolga nella muscolatura liscia delle vie aeree un ruolo analogo a quello
osservato nella muscolatura liscia vascolare. Infatti, mentre il pretrattamento di
quest'ultima con farmaci bloccanti i canali del Ca** voltaggio-dipendenti (nifedipina,
verapamil) & in grado di inibire significativamente la sintesi di DNA stimolata dal
PDGF, la nifedipina ha un effetto molto modesto sulla proliferazione della muscolatura
liscia delle vie aeree indotta dall'EGF. Ciod suggerisce che in questo tessuto l'azione
mitogena dei fattori di crescita con recettori dotati di attivita tirosin-kinasica &
dissociata dalla loro capacita di promuovere l'ingresso di Ca** nei miociti attraverso
la membrana plasmatica.

Per quanto concerne la modulazione delle risposte proliferative della muscolatura
liscia, studi recenti hanno notevolmente ampliato le conoscenze sui meccanismi
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implicati nella regolazione di questo processo, anche per quanto concerne la
muscolatura liscia delle vie aeree (Rozengurt 1981).

Un primo meccanismo responsabile della regolazione di tipo inibitorio di queste
risposte proliferative é rappresentato dall'incremento dei livelli citosolici di cCAMP e
di cGMP.

Mentre in alcune cellule, come la linea fibroblastica 3T3, il cAMP stimola la
proliferazione, in molte altre linee cellulari, fra cui le fibrocellule muscolari lisce delle
vie aeree, si comporta da inibitore della risposta mitogena. Tale effetto € mediato
dall'attivazione della protein-kinasi A (PKA) e si manifesta selettivamente nei
confronti dei fattori di crescita che esplicano la loro azione mitogena attraverso la via
di trasduzione dei polifosfoinositidi e la conseguente attivazione della PKC. Al
contrario, l'attivita inibitoria @ molto modesta nelle risposte proliferative cellulari
indotte da fattori di crescita che operano mediante la stimolazione di recettori con
intrinseca funzione tirosin-kinasica.

In fibrocellule muscolari lisce di vie aeree umane € stato dimostrato che la
forskolina - un attivatore diretto dell'adenilato ciclasi -, I'isoproterenolo e la pro-
staglandina E, (PgE,) sono in grado di inibire la crescita cellulare indotta da esteri del
forbolo. L'azione inibitoria della PKA si esplica verosimilmente interferendo sull'at-
tivita della PKC; tuttavia, gli intimi meccanismi responsabili di tale processo non
sono stati completamente definiti.

Le sostanze che determinano un aumento della concentrazione intracellulare di
cAMP, oltre che inibire la crescita cellulare, rappresentano anche i piu potenti
broncodilatatori attualmente disponibili. Questa documentata azione parallela in
senso broncodilatante ed anti-proliferativo, potrebbe avere interessanti implicazioni
anche in campo terapeutico, nella prospettiva di poter prevenire o modulare i
fenomeni di rimodellamento strutturale delle pareti delle vie aeree.

Analogamente al cAMP, anche I'incremento dei livelli citosolici di cGMP ha la
capacita di inibire le risposte cellulari di tipo proliferativo. Tuttavia, le evidenze
attualmente disponibili su tale azione riguardano essenzialmente la muscolatura
liscia vascolare.

Inoltre, un importante ruolo di modulazione in senso stimolatorio od inibitorio
dei fenomeni di crescita cellulare & svolto da alcune citochine che possono agire anche
con meccanismi di tipo autocrino. E' stato dimostrato che fibrocellule muscolari lisce
vascolari stimolate con angiotensina Il, un agonista contrattile dotato di proprieta
mitogene, secernono "transforming growth factor-b" (TGF-b). Il pretrattamento di
queste cellule con anticorpi monoclonali diretti verso il TGF-b, aumenta significati-
vamente l'azione proliferativa dell'angiotensina Il. Tuttavia, gli studi sulla modula-
zione della crescita della muscolatura liscia delle vie aeree sono ancora in fase iniziale
e molti dati riportati sono in realta estrapolati da osservazioni effettuate sull'apparato
vascolare.

Infine, un effetto inibitorio sulle risposte proliferative della muscolatura liscia &
esplicato da alcune componenti della matrice extracellulare, in particolare dall'eparina
e dall'eparan solfato, anche se il meccanismo d'azione di queste sostanze non € stato
ancora completamente chiarito (Stewart 1993).
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5. Infiltrazione cellulare della mucosa bronchiale

5.1. Mastcellule

Le mastcellule costituiscono lo stipite cellulare maggiormente studiato nell'asma
bronchiale. L'espressione di recettori di membrana ad alta affinita per le IgE, la
presenza di granuli intracitoplasmatici contenenti mediatori preformati attivi sulla
muscolatura liscia bronchiale e sui vasi, la localizzazione superficiale nella mucosa
delle vie aeree, hanno fatto si che i mastociti siano stati a lungo considerati le cellule
induttrici ed effettrici primarie della risposta broncostruttiva. Tuttavia, I'osservazio-
ne che anche altre cellule sono in grado di interagire direttamente con gli allergeni e
I'evidenza della secrezione di citochine da parte dei mastociti se, da un lato, hanno
messo in discussione la esclusivita della funzione delle mast-cellule quali iniziatrici
della reazione allergica, dall'altro hanno permesso di prospettare un loro
coinvolgimento anche nella patogenesi della reazione asmatica ritardata (LAR).

Le mastcellule originano da una cellula staminale multipotente nel midollo osseo.
Tramite la circolazione ematica, raggiungono i tessuti periferici per completare il
ciclo di differenziazione. Nei roditori la proliferazione e la differenziazione delle
cellule progenetrici sono stimolate da IL-3, di origine linfocitaria. IL-3, insieme ad IL-
4 e forse ad IL-10, favorirebbe anche la proliferazione tissutale delle mastcellule.
L'ulteriore differenziazione nei diversi fenotipi tissutali sarebbe stimolata da fattori
prodotti dai fibroblasti (SCF) (Tsai 1991) e da NGF, mentre TGF-b (Broide 1989) e GM-
CSF agirebbero in senso inibitorio.

Meno conosciuti sono i fattori coinvolti nella crescita e differenziazione delle
mastcellule umane. IL-3 ¢ in grado di promuovere prevalentemente lo sviluppo dei
basofili ma non dei mastociti, sulla cui membrana non sono stati evidenziati specifici
recettori per questa citochina. Esperienze recenti con rhSCF hanno dimostrato che
guesta citochina esplica un‘azione favorente la crescita dei mastociti e la differe-
nziazione nel fenotipo tissutale triptasi positivo (Kirshenbaum 1992). Sulla membra-
na cellulare delle mastcellule & presente il recettore codificato dal proto-oncogene c-
kit, che rappresenta il ligando per SCF.

Le mastcellule, in rapporto alla presenza nei loro granuli esclusivamente di
triptasi o di triptasi e chimasi, sono classificate rispettivamente in MCt e MCtc. La
maggioranza delle mastcellule polmonari umane sono del tipo triptasi, proprieta
associata ad alcune caratteristiche funzionali, quali la sensibilita all'azione stabiliz-
zante di membrana del sodiocromoglicato e la suscettibilita all'azione degranulante
specifica delle IgE e del calcio ionoforo.

Nonostante tali caratteristiche funzionali comuni, le mastcellule polmonari costi-
tuiscono una popolazione eterogenea. Ad esempio, quelle di provenienza bronco-
alveolare presentano dimensioni inferiori, contengono una minore quantita di
istamina, sono piu sensibili alla stimolazione IgE-dipendente e alla inibizione da
parte del sodio-cromoglicato rispetto alle mastcellule ottenute mediante digestione
enzimatica del tessuto polmonare. E' probabile che I'ambiente locale sia in grado di
condizionare talune caratteristiche funzionali, indipendentemente dal principale
fenotipo cellulare (Holgate 1993a).
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La partecipazione attiva delle mastcellule nella patogenesi dell'asma bronchiale &
ormai diffusamente riconosciuta. Il loro ruolo quali cellule induttrici ed effettrici
degli eventi caratterizzanti la reazione asmatica precoce (EAR) € ormai accertato. In
seguito a "challenge" con allergene é possibile rilevare nel BAL un incremento di
alcuni mediatori chimici (istamina, triptasi, PGD, e LTC), di sicura origine mastocitaria.
Infatti i granuli mastocitari sono repleti di istamina, triptasi e proteoglicani (eparina
e condroitinsolfato di tipo E). Inoltre, nelle mastcellule, PGD, e LTC, sono i principali
prodotti del metabolismo dell'acido arachidonico.

Numerose evidenze suggeriscono che i mastociti svolgono un ruolo importante
anche nella patogenesi della reazione asmatica ritardata (LAR). Oltre alla nota
capacita di secernere fattori chemiotattici per gli eosinofili e per i neutrofili, recenti
studi condotti sull'animale e sull'uomo hanno dimostrato che le mastcellule sono in
grado di produrre un'ampia varieta di citochine. In particolare, le mastcellule
murine, in seguito ad attivazione con stimoli IgE-mediati e non IgE-mediati (calcio
ionoforo, concanavalina A, esteri del forbolo), trascrivono I'mRNA e rilasciano un
elevato numero di citochine (IL-1,-2,-3,-4,-5,-6,-10, GM-CSF, GCGF-b, IFN-a, TNF-a,
MIP-1a, -1b (Ben-Sasson 1990). | dati attualmente disponibili riguardanti la produ-
zione di citochine da parte di mastcellule umane hanno, per ora, confermato soltanto
la presenza di mRNA per TNF-a e IL-4 ed il rilascio dei relativi prodotti (Steffen 1989,
Gordon 1991).

E' verosimile, pertanto, che i mastociti, attraverso la secrezione di fattori
chemiotattici e citochine, partecipino al reclutamento e all'attivazione delle cellule
inflammatorie che caratterizzano la fase ritardata della reazione asmatica.

Vi sono evidenze che l'attivazione IgE-dipendente delle mastcellule determina il
rapido rilascio di citochine proinfiammatorie, quali IL-1, TNF-a e IL-8, mentre altre
citochine, con funzione di amplificazione della reazione allergica (IL-3, IL-4, IL-5 e
GM-CSF), sono secrete dopo un certo intervallo di tempo (Gordon 1991). Inoltre, &
stato dimostrato che le mastcellule peritoneali contengono quantita significative di
TNF-a preformato, che pud essere liberato immediatamente dopo attivazione
mastocitaria (Gordon 1991).

Questa differente cinetica di rilascio delle citochine, in rapporto alla presenza di
una quota preformata, suggerisce che i mastociti possano assumere il ruolo di cellule
induttrici anche della reazione allergica ritardata.

I mastociti non sono coinvolti solo nella patogenesi degli accessi asmatici e delle
riacutizzazioni della malattia.

Accurati studi citometrici effettuati in pazienti con asma cronico di lieve grado,
anche in fase intercritica, hanno dimostrato un incremento del numero delle mastcellule
nel liquido di lavaggio broncoalveolare (Flint 1985). Nelle biopsie bronchiali il
numero dei mastociti pud anche non risultare aumentato; tuttavia le cellule sono
attivate, come documentato dall'aspetto ultrastrutturale, che mostra un variabile
stato di degranulazione. Questo stato di attivazione, caratteristica peculiare costan-
temente riscontrata, € confermato anche dall'aumento della concentrazione, nel BAL,
di mediatori chimici preformati e neoformati (istamina, triptasi, PGD,) di origine
mastocitaria e dall'aumentato rilascio spontaneo (releasibility) di istamina dalle
mastcellule (Flint 1985).
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Tali evidenze documentano il coinvolgimento delle mastcellule nella patogenesi
della flogosi persistente e dell'iperreattivita caratteristiche dell'asma cronico.

5.2. Basofili

Gli studi riguardanti il coinvolgimento dei basofili nella patogenesi dell'asma
bronchiale sono stati condizionati dalla difficolta di considerare queste cellule quali
entita distinte rispetto ai mastociti.

L'espressione di recettori di membrana ad alta affinita per le IgE e la presenza di
istamina nei granuli citoplasmatici, hanno a lungo indotto ad accomunare questi due
tipi cellulari, tanto che le mast-cellule sono state ritenute le forme differenziate, a
livello tissutale, dei basofili circolanti.

Le principali caratteristiche distintive morfologiche, biochimiche, funzionali delle
mastcellule e dei basofili sono riassunte nella Tabella 3A, 3B.

I basofili originano da un precursore, comune agli eosinofili, nel midollo osseo. |
fattori che regolano il processo di differenziazione dei basofili non sono completa-
mente conosciuti. Recenti studi dimostrano che IL-3 & implicata nelle fasi iniziali del
processo di maturazione, mentre GM-CSF negli stadi terminali (Marone 1993).

Rilasciati nel circolo ematico come cellule completamente differenziate, i basofili
migrano nei tessuti periferici in seguito ad eventi inflammatori sia specifici che
aspecifici. Tale migrazione dal compartimento vascolare sembra essere mediata
dall'espressione, a livello della membrana plasmatica, delle molecole di adesione
CD11a/CD18 (LFA-1) e CD11b/CD18 (MAC-1) che interagiscono con i ligandi
(ICAM-1 e ICAM-2) espressi dall'endotelio vascolare.

Gli studi riguardanti il ruolo dei basofili nella patogenesi dell'asma bronchiale
sembrerebbero suggerire una partecipazione attiva di tali cellule prevalentemente
durante la fase tardiva della reazione allergica, avvalorando osservazioni preceden-
temente effettuate su altri organi, quali la cute e le vie aeree superiori.

Nel BAL prelevato da pazienti atopici con asma di grado lieve alla 202 ora dal test
di stimolazione con allergene, ¢ stato riscontrato un aumento del numero dei basofili
(di circa 30 volte rispetto alla fase immediata) associato ad un parallelo incremento
degli eosinofili (Lichtenstein 1991).

Evidenze indirette della partecipazione dei basofili alla reazione asmatica ritarda-
ta emergono da:

1) pattern di mediatori chimici nel BAL, caratterizzato dalla presenza di istamina
ma non di PGD2, a differenza di quanto si verifica nella EAR;

2) aspetti fenotipici e funzionali delle cellule contenenti istamina nel BAL, carat-
terizzati rispettivamente dalla espressione sulla membrana plasmatica della moleco-
la di adesione CD18 e del recettore H2 per l'istamina e dal rilascio di mediatori chimici
in seguito alla stimolazione con esteri del forbolo e peptide FMLP (Sheffer 1991);

3) stato di attivazione dei basofili, sia del sangue periferico (Djukanovic 1992) che
del BAL, documentato da un aumentato rilascio spontaneo di istamina fino all'82 ora
dal test di stimolazione con I'allergene. Valutazioni citofluorimetriche con ioduro di
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propidio hanno, inoltre, dimostrato che i basofili del BAL, in una percentuale
superiore al 95%, presentano caratteristiche di vitalita (Sheffer 1991);

4) studi clinici, secondo i quali la somministrazione di prednisolone a pazienti
asmatici atopici € in grado di inibire la reazione asmatica ritardata, ma non quella
precoce.

Gli stimoli responsabili del mantenimento dello stato di attivazione dei basofili
non sono ancora del tutto noti. E' probabile che citochine (IL-1b, IL-3, GM-CSF),
fattori promuoventi il rilascio di istamina (HRFs) - quale, ad esempio, il "macrophage
chemoattractant and activating factor" (MCAF) -, mediatori chimici (PAF) rilasciati
da altre cellule infiammatorie possano "attivare" i basofili rendendoli responsivi a
quantita inferiori di stimoli secretagoghi, o, altresi possano fungere essi stessi da
stimoli degranulanti (Subramanian 1987).

Ulteriori studi potranno apportare nuove conoscenze sull'eventuale ruolo diffe-
renziale di mastcellule e basofili nella induzione, nel mantenimento e nell'ampli-
ficazione delle reazioni asmatiche immediate e ritardate.

5.3. Monociti e macrofagi

La sola funzione riconosciuta in passato ai macrofagi alveolari nella patogenesi
dell'asma allergico si riteneva fosse quella di "antigen presenting cells" nell'ambito
del processo di sintesi delle IgE. Piu recentemente, si & visto che i fagociti mononucleati,
insieme ad eosinofili, piastrine e linfociti, esprimono recettori di membrana a bassa
affinita per le IgE, per cui possono partecipare all'induzione della immunoflogosi
allergica. Inoltre, la dimostrazione che i macrofagi hanno la capacita di metabolizzare
attivamente i fosfolipidi di membrana, di produrre un grande numero di citochine e
di esprimere differenti molecole di adesione, ha fatto ipotizzare che queste cellule
possano avere un ruolo importante nell'induzione, amplificazione e mantenimento
della inflammazione delle vie aeree nell'asma.

Le principali acquisizioni in questo campo saranno di seguito richiamate.

Nelle biopsie bronchiali di pazienti con asma di grado lieve, Poston e collaboratori
(Poston 1992) hanno dimostrato un aumento del numero dei macrofagi nella
sottomucosa rispetto a quello rilevato nei soggetti normali di controllo. L'analisi
fenotipica di tale popolazione cellulare ha evidenziato che la maggior parte degli
elementi presentava le caratteristiche dei monociti ematici. Allo stesso modo, nel
BAL prelevato da pazienti asmatici con analoghi comportamenti funzionali, & stato
riscontrato un aumento della percentuale di cellule con caratteristiche mielo-mono-
citarie, benché non si sia rilevata una differenza significativa del numero assoluto dei
macrofagi rispetto ai soggetti normali. Un afflusso di tali cellule, inoltre, é stato
dimostrato nel BAL 48-96 ore dopo I'esecuzione di un test di broncoprovocazione
specifico, suggerendo pertanto una loro partecipazione agli eventi ritardati dell'asma
bronchiale (Metzger 1987). A differenza di quanto si verifica in altre malattie
polmonari croniche, i macrofagi tessutali, in corso di asma bronchiale, presentano
bassi indici di proliferazione, e cio costituisce una ulteriore conferma all'ipotesi che
I'aumento di tali cellule nella patologia asmatica &€ dovuto prevalentemente ad un
afflusso di monaociti dal sangue periferico (Chanez 1993a).
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Immunoflogosi nell'asma
bronchiale

Mastcellule Polmonari

Basofili

Origine e Caratteristiche di Maturazione
Origine
Sito di maturazione

Cellule mature in circolo
Emivita

Morfologia
Aspetto
Dimensioni
Nucleo

Granuli

Espressione di Antigeni di Superficie
C3
Cbha
CD9
CD11/CD18
CD17
CD25
CD31
CD40
CD45
CD54 (ICAM-1)
CD58 (LFA-3)
CD61
CD63
FceRlI
FcgRII (CDw32)
H,RR
IL-3/R
L-Selectina
PGD,-R
SCF
VLA,
VLA

4

Caratteristiche Biochimiche
- Mediatori preformati -
Condr. solfato
Eparina
Istamina

Proteasi neutre

- Mediatori neoformati -
An. 1-acil del PAF
LTC,

PAF
PGD,

- Citochine -
IL-4
TNF-alfa

midollo osseo
tessuti connettivi,
cavita sierose

no
settimane o mesi

rugoso

6-15m

ovale, non segmentato,
con cromatina lassa
numerosi, piccoli,
eterogenei

o+ o+ o+

+

+

+ o+ 4

di tipo E
+
+
(3,4 pg/cellula)
+

+ o+ o+ o+

+
+

midollo osseo
midollo osseo

si
giorni

liscio

5-7Tm

bilobato, con
cromatina addensata,
pochi, grandi,
omogenei

I

oA+t o+ o+

+

di tipo A

+
(1 pg/cellula)

+ + +

Tabella 3A. Caratteristiche differenziali tra Basofili e Mastcellule.
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Immunoflogosi nell'asma
bronchiale

Mastcellule Polmonari

Basofili

Caratteristiche Funzionali
- Coinvolgimento nella reazione
allergica -

- Modalita di degranulazione -

- Attivatori immunologici -
Antigeni
Anti-IgE
Anti-lIgG
Anti-recettore IgE
Concanavalina-A
C3a-C5a
IL-1
IL-5
rhiL-3
rhiL-8
rhSCF
LDF
MCAF/MCP-I
MIP-1 alfa
PDF
Peptidi sintetici
Proteina A di St. auresus
Proteina L di Pept. magnus
RANTES/MCP-I11

- Attivatori non immunologici -
D,0
Esteri del forbolo
FMLP
lonofori del CA**
Iperosmolarita
LTB,
MBP eosinofila
PAF
PGD,
5-HETE, 5-HPETE

Effetti dei farmaci sulla degranulazione:
Attivatori Ac (b2-agonisti)
NCS
Steroidi

fase precoce

i granuli si fondono
fra di loro e poi con la
membrana plasmatica

+ +

+

+ o+ o+ +

+

+ o+

+

Inibizione
Inibizione
Nessun effetto

fase tardiva

i granuli si fondono
direttamente con la
membrana plasmatica

++ 0+ 14

+

Inibizione
?
Inibizione

Tabella 3B. Caratteristiche differenziali tra Basofili e Mastcellule.
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Una svolta importante nella conoscenza del ruolo dei monociti/macrofagi nella
patogenesi dell'asma bronchiale si ebbe negli anni '70, quando Capron e collaboratori
dimostrarono l'espressione, sulla membrana plasmatica di tali cellule, di recettori per
le IgE (Capron 1975). Questi rilievi sono stati successivamente confermati in altri
laboratori ed anche nel nostro, mediante citometria a flusso (Appendice Foto 6).

Tali recettori per le IgE, analogamente a quelli espressi da linfociti, piastrine ed
eosinofili, sono del tipo "a bassa affinita" (FceRIl; Ka=10'M-L*) (Findbloom 1981), e
differiscono strutturalmente e funzionalmente dal recettore ad alta affinita (FceRl;
Ka=10° - 10°°M-L?) presente sulla membrana plasmatica di mastociti e basofili.
L'affinita di FceRIl per dimeri e complessi di IgE € piu alta (Ka=108M-L™%), per cui, la
presenza di questi recettori potrebbe avere un importante significato in tutte le forme
allergiche (asma compreso) in cui si producono complessi di IgE.

Nei soggetti normali, i macrofagi alveolari ed i monociti circolanti FceRII-positivi,
costituiscono rispettivamente il 5-10 ed il 10-15%. Nei soggetti atopici tali percentuali
aumentano, fino a rappresentare, nei pazienti con asma di grado lieve, circa il 20% dei
macrofagi alveolari. | cortisonici riducono I'espressione dei recettori a bassa affinita
per le IgE sui macrofagi e sui monociti, mentre linfochine come IL-4 ed IFN- ge le IgE
stesse sono in grado di stimolarla.

I macrofagi alveolari esprimono le principali vie enzimatiche (fosfolipasi-A,,
ciclo-ossigenasi, trombossano-sintetasi, 5- e 15-lipossigenasi) implicate nella sintesi
di prostaglandine, leucotrieni e PAF, mediatori che svolgono, nell'asma, un ruolo di
grande importanza nell'induzione e nel mantenimento della flogosi, dell'ostruzione
e dell'iperreattivita bronchiale.

Alcuni autori (Rankin 1982) hanno dimostrato che stimoli immunologici IgE-
mediati (allergeni specifici o anti-IgE) determinano, nei macrofagi alveolari di ratto, un
rilascio tempo- e dose-dipendente di LTB, e LTC,. Utilizzando stimoli analoghi, ¢ stata
documentata, nell'uomo, la secrezione macrofagica di LTB, TxB, PGF, e b-
glucuronidasi. Piti recentemente, il profilo secretorio dei macrofagi alveolari € stato
studiato direttamente nei pazienti asmatici (Catena 1993). Nel supernatante di colture
di macrofagi non stimolati ottenuti da pazienti con asma lieve in fase intercritica é stato
documentato (Catena 1993), un rilascio significativamente piu elevato, rispetto ai
controlli, in particolare di LTB, e TxB, e, in minore misura, di PGE, e PGF,, (Figura 3).

Lo studio della cinetica di rilascio di tali mediatori da parte dei macrofagi alveolari
stimolati con IgE, ha documentato che la produzione di TxB,, PGF,, ed LTB, si
realizza nei primi 15 minuti, e cid suggerisce un possibile coinvolgimento di tali
cellule anche nella fase precoce della reazione asmatica. Tale possibilita & confermata
dal precoce rilascio (5 min.) di b-glucuronidasi, come documentato con prove di
stimolazione allergenica.

Arnoux e collaboratori (Arnoux 1982), inoltre, hanno dimostrato che i macrofagi
alveolari prelevati da pazienti asmatici, stimolati in vitro con lo specifico allergene,
sono in grado di produrre elevate quantita di PAF. Tale rilascio, IgE-dipendente,
inibito dal pretrattamento dei pazienti con teofillinici o cortisonici.

| dati riportati, nell'insieme, indicano che i macrofagi alveolari, anche nelle fasi
intercritiche di asma lieve, sono in uno stato di attivazione metabolica con produzio-

26 Caleidoscopio



Mazzarella G., Calabrese C., Mezzogiorno A., Immunoflogosi nell'asma
Peluso G.F., Micheli P., Romano L. bronchiale

ne di fattori di natura lipidica in grado di indurre contrazione della muscolatura liscia
bronchiale, vasodilatazione ed aumento della permeabilita vascolare (LTC,, TxB,),
iperresponsivita delle vie aeree (PAF), reclutamento chemiotattico di altre cellule
(LTB,, PAF), aumento della produzione di muco (LTC).

Ulteriori evidenze dello stato di attivazione dei macrofagi e della loro partecipa-
zione alla genesi del processo flogistico che caratterizza I'asma bronchiale, derivano
dall'analisi del profilo di secrezione delle citochine. | macrofagi alveolari ottenuti da
pazienti con asma cronico lieve in fase intercritica rilasciano, in condizioni basali,
guantita significativamente piu alte di un ampio spettro di citochine, che comprende
IL-1b, IL-6, IL-8, GM-CSF. La secrezione delle suddette citochine e del TNF-a
aumenta ulteriormente dopo stimolazione aspecifica con LPS (Figura 4). Anche la
stimolazione IgE-dipendente dei fagociti mononucleati determina un aumento signi-
ficativo del rilascio delle citochine TNF-a, IL-6, IL-8, GM-CSF (Burke 1991, Gosset
1991). La secrezione di TNF-a e incrementata dalla co-stimolazione con IFN-g (Gosset
1989). Al contrario, per quanto concerne IL-1, Gosset e collaboratori (Gosset 1988)
hanno dimostrato che la stimolazione dei macrofagi alveolari di pazienti asmatici con
allergene determina una inibizione del rilascio della suddetta citochina, mentre lo
stesso non si verifica in seguito a stimolazione dei monociti ematici. Inoltre, gli stessi
autori hanno rilevato che, nelle medesime condizioni sperimentali, i macrofagi

Scala log. (pg/ml)
10000 3 -
] I Normali
] I Asmatici
1000 o
100 3 I
10 4
1 - T T
PGE2 PGF1-Alfa PAF TxB2 LB4
P N.S. N.S. 0,05 0,02 0,02

Figura 3. Dosaggio dei mediatori chimici nei sopranatanti di colture macrofagiche
non stimolate (24 h) di pazienti con asma atopico lieve e soggetti normali. (R..A.).
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secernono preferenzialmente una sostanza in grado di inibire I'attivita di IL-1. Cio ha
fatto ipotizzare I'esistenza, nei pazienti asmatici atopici, di un potenziale meccani-
smo di inibizione della proliferazione linfocitaria indotto dallo stimolo allergenico;
la stimolazione aspecifica con LPS avrebbe, invece, conseguenze opposte.

L'analisi del profilo di secrezione di TNF-a, IL-1b, IL-6 ed IL-8 da parte di colture
di macrofagi stimolati con LPS, ottenuti da pazienti asmatici, evidenzia un peculiare
andamento temporale: il rilascio di IL-1b e TNF-a é consistente gia alla 42 ora; la
secrezione di IL-6 &€ dosabile a partire dalla 42 ora e, successivamente, essa aumenta
progressivamente sino alla 202 ora, per mantenersi costante sino alla 242, La secre-
zione di IL-8 presenta un andamento bifasico, con un aumento modesto dalla 42 alla
122 ora e poi sensibilmente piu accentuato fino alla 242 (Figura 5).

L'aggiunta al mezzo di coltura di anticorpi monoclonali anti-IL-1 b ed anti-TNF-
a determina una ridotta trascrizione di mRNA per IL-8, e, conseguentemente, una
ridotta secrezione della stessa (Figura 6). E possibile pertanto che, nei macrofagi
alveolari, IL-1b e TNF-a stimolino, con un meccanismo autocrino, la trascrizione
genica di IL-8.

| fagociti mononucleati, analogamente ad altre cellule, quali linfociti e piastrine,
producono fattori che stimolano il rilascio di istamina (HRFs) da parte di mastociti e
basofili. Tali fattori agirebbero mediante una interazione con le IgE presenti sulla
membrana citoplasmatica.

@ Normali R S

Asmatici non
0 stimolati

E Asmatici
stimolati

Log. Citochine (ng/ml)
|

n.d.

3 n.d. n.ld.r:_l;]

IL-1c IL-1P IL6 IL-8 GM-CSF TNF-¢
*) p = da 0.005 a 0.001

Figura 4. Dosaggio delle citochine nei sopranatanti di colture macrofagiche non stimolate
e stimolate con LPS (24 h) di pazienti con asma atopico lieve e soggetti normali. (R.I.A.).
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L'analisi dell'espressione di alcuni recettori di membrana e di molecole di adesio-
ne dapprima sui monociti del sangue periferico, quindi direttamente sui macrofagi
alveolari di pazienti con asma bronchiale, ha ulteriormente contribuito alla compren-
sione del ruolo svolto da tali cellule nella patogenesi della malattia asmatica.

E stato dimostrato che i monociti ematici, in corso di asma bronchiale, presentano
un‘aumentata espressione, sulla membrana citoplasmatica, dei recettori per il com-
plemento (C3b, C3bi, C3d), sia in condizioni basali che dopo stimolazione con
caseina. La percentuale di monociti esprimenti tali recettori aumenta dopo test di
broncoprovocazione con allergene ma non con istamina, a riprova, quindi, della
dipendenza dalla specificita dello stimolo.

Evidenze, anche personali, indicano che i macrofagi alveolari, prelevati da pazien-
ti asmatici, presentano, rispetto ai soggetti normali, un‘aumentata espressione di
molecole MHC Il sulla membrana citoplasmatica (Catena 1993) (Appendice Foto 7,
8). Analogamente, un aumento di cellule HLA-DR positive & stato riscontrato nelle
biopsie bronchiali di pazienti asmatici. Mediante metodica immunoistochimica di
doppia colorazione, si € visto che circa il 30% di queste cellule sono macrofagi (Poston
1992). Alcuni autori hanno dimostrato che i macrofagi alveolari, prelevati da pazienti
asmatici, esibiscono capacita di presentazione di antigeni di richiamo notevolmente
aumentate se confrontate con quelle dei fagociti mononucleati del sangue periferico
(Godard 1987). Dal momento che, in condizioni normali, i monaociti presentano
I'antigene ai linfociti T in maniera piu efficace di quanto non facciano i macrofagi, ed
hanno inoltre una maggiore capacita di stimolare la proliferazione T-cellulare,
probabile che I'esaltata funzione di "antigen presenting cell" dei macrofagi nell'asma
bronchiale sia attribuibile alla presenza nelle vie aeree di una popolazione di
macrofagi ancora con caratteristiche monocitarie.

Bousquet e collaboratori (Chanez 1993b) hanno dimostrato che i macrofagi
alveolari di pazienti asmatici mostrano una aumentata espressione di ICAM-1 e
CD11a. Cio ha fatto ipotizzare che, nell'asma bronchiale, i macrofagi presentino
esaltate capacita di interazione con le altre cellule inflammatorie e con I'endotelio
vascolare (Chanez 1993b).

Infine, di recente, é stata dimostrata (Appendice Foto 9, 10) una sovraregolazione
dell'espressione di CD44 sui macrofagi alveolari di pazienti con asma lieve, caratte-
ristica che conferirebbe a tali elementi maggiori capacita migratorie verso la matrice
extracellulare.

| dati riportati sono indicativi di una attiva partecipazione dei macrofagi nella
patogenesi dell'asma bronchiale. Queste cellule attivate oltre che concorrere alla genesi
degli eventi bronco-ostruttivi (TxB,, PAF), svolgono un ruolo importante nella induzio-
ne della risposta immunoallergica (aumentata espressione di FceRIl ed HLA-DR) e
nella regolazione dell'afflusso e della attivita di altre cellule infiammatorie. | macrofagi,
infatti, oltre a secernere fattori e citochine chemoattraenti (PAF, LTB,, GM-CSF, IL-8),
mediante I'elaborazione di IL-1 e TNF-a sovraregolano I'espressione di alcune moleco-
le di adesione (ICAM-1, ELAM-1, VCAM-1) sull'endotelio vascolare, partecipando cosi
al reclutamento delle cellule infiammatorie (soprattutto eosinofili) dal sangue.
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Figura 5. “Timing” della secrezione delle citochine TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-8 nei
sopranatanti di colture macrofagiche stimolate con LPS di pazienti con asma

atopico lieve.

5.4. Linfociti

Il ruolo dei B-linfociti nella sintesi delle IgE nelle malattie atopiche € ormai
conosciuto da tempo. Tuttavia, recentemente, é stato dimostrato che anche i T-
linfociti svolgono una funzione importante, non solo nella patogenesi delle reazioni
di ipersensibilita allergica di tipo ritardato, ma anche in quelle di tipo immediato.

In questo paragrafo sara discusso il ruolo dei B- e T-linfociti nella patogenesi
dell'asma bronchiale con particolare riguardo ai seguenti aspetti:

- meccanismi biologici implicati nella sintesi delle IgE;

- ruolo dei T linfociti nell'immunoflogosi dell'asma bronchiale.
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Figura 6. Andamento temporale della secrezione di IL-8 e della espressione di mMRNA
per 1L-8 dopo l’aggiunta di moAb anti-TNF-a e moAb anti-IL-1p alle colture
macrofagiche stimolate con LPS di pazienti con asma atopico lieve.

- meccanismi biologici implicati nella sintesi di IgE

Come é noto, nelle vie respiratorie le cellule presentanti I'antigene ai linfociti T
sono costituite principalmente dalle cellule dendritiche, presenti in numero elevato
a livello dell'epitelio bronchiale. Queste cellule, dopo aver internalizzato gli allergeni
inalati raggiungono, tramite le vie linfatiche, i linfonodi regionali dove, nella zona
paracorticale, presentano I'antigene ai linfociti T helper con conseguente attivazione
di quest'ultimi. I linfociti T helper attivati possono quindi cooperare con i linfociti B
per la produzione di IgE (Ricci 1985).

L'induzione dei linfociti B alla sintesi di IgE richiede almeno due segnali: uno é
specifico per promuovere nei linfociti B lo "switch™ isotipico verso la sintesi di IgE;
I'altro & un segnale di attivazione cellulare (Vercelli 1994).

IL-4, prodotta dal sottotipo Th, dei linfociti T helper, € la citochina indispensabile
per l'induzione, nei linfociti B, dello "switch" isotipico verso la produzione di
immunoglobuline di classe E. Al contrario IFN-g prodotta dai linfociti Th,, € la
principale citochina ad azione inibitoria. Pitl recentemente ¢ stato dimostrato che
un'altra citochina, IL-13, ¢ in grado di indurre la sintesi di IgE da parte dei linfociti B.
IL-13, secreta dai linfociti Th,, presenta un‘omologia di sequenza del 30% con IL-4 ed
e stato ipotizzato che le due citochine possano interagire con un recettore comune
(Del Prete 1988, Punnonen 1993).
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Il segnale che attiva i linfociti B alla produzione di IgE viene trasmesso dalle cellule
T CD4T attraverso due modalita principali:

- "cognate interaction" tra T- e B-linfociti mediata dal complesso TCR/CD3 ed i
peptidi allergenici presentati dai B-linfociti nel contesto degli antigeni MHC;

- interazione tra T- e B- linfociti mediata dalle glicoproteine di membrana CD40 e
CDA40L, espresse rispettivamente sulla superficie dei B- e T- linfociti.

CDA40 appartiene ad una famiglia, recentemente caratterizzata, di recettori di
membrana che comprende anche i recettori per NGF e TNF-a e le molecole CD27,
CD30 e I'antigenefas. CD40L & una glicoproteina di membrana di tipo 2, presente sulla
superficie di cellule Th, e Th, attivate e che fa parte di una famiglia che comprende
anche TNF-a, linfotossina ed i ligandi per CD27 e CD30, (Banchereau 1994).

Il ruolo di CD40 nella induzione dello switch isotipico verso la sintesi di IgE,
dimostrato, inizialmente, con la osservazione che anticorpi monoclonali anti-CD40
erano in grado di indurre la sintesi di IgE da parte di linfociti B non esprimenti IgE
di superficie, € ulteriormente confermato da altre evidenze (Allen 1993, Fuleihan
1993, Kawabe 1994):

- nella sindrome da Iper-IgM, legata al cromosoma X, vi &€ una insufficiente
espressione di CD40L;

- in topi in cui il gene codificante per il CD40 sia stato reso inattivo, non si verifica
la sintesi di 1gG, IgA ed IgE in risposta ad antigeni timo-dipendenti.

Recentemente CD40L e stato identificato anche sulla membrana di mastcellule e
basofili (Gauchat 1993). Tali cellule, inoltre, secernono IL-4, per cui sono in grado di
fornire entrambi i segnali richiesti per la sintesi di IgE. La precisa funzione di
mastcellule e basofili nella produzione "in vivo" di tale classe anticorpale non € ancora
completamente definita, ma & probabile che esse siano pit importanti nell'ampli-
ficazione che nella induzione della sintesi di IgE.

La sintesi IL-4-dipendente di IgE pu0 essere modulata dall'azione di numerose
citochine, benché i meccanismi attraverso i quali queste sostanze interferiscono con i
principali eventi molecolari che conducono alla produzione di IgE non sono ben noti.

TNF-a aumenta la sintesi IL-4-dipendente di IgE. Inoltre, sulla superficie dei
linfociti T attivati é stata riconosciuta una forma di 26kDa di TNF-a che si ritiene sia
un segnale costimolatore contatto-dipendente in grado di fornire ai linfociti B un
ulteriore stimolo alla secrezione di lg, incluse le IgE. IL-6 ha un potente effetto
amplificante sulla risposta anticorpale, benché non isotipo-specifico (Gauchat 1993).

IFN-g, IFNa, TGF-b, IL-8, IL-12 e PAF, con differenti modalita d'azione, inibiscono
la sintesi IL-4-dipendente di IgE. E' interessante rilevare che IL-4, similmente a
guanto osservato per IFN-g inibisce I'espressione di IL-8 da parte dei monociti
umani, per cui tale meccanismo pud indirettamente contribuire all'induzione della
sintesi di IgE IL-4-mediata (Vercelli 1992).

- ruolo dei T-Linfociti nella immunoflogosi nell*asma bronchiale

Gli studi riguardanti la partecipazione dei T-linfociti alla patogenesi della risposta
inflammatoria dell'asma sono relativamente recenti.
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Le prime osservazioni si devono al gruppo di Kay, che dimostro, nel sangue
prelevato da pazienti con asma acuto severo, un aumento di T- linfociti esprimenti i markers
di superficie caratteristici dello stato di attivazione (HLA-DR, IL-2R e VLA-1). | linfociti T
attivati (IL-2R*) sono del fenotipo "helper-inducer” CD4* ed il loro numero tende a
diminuire con il miglioramento clinico dei pazienti (Corrigan 1988, Corrigan 1990).

Lo stato di attivazione dei T-linfociti & stato riscontrato anche nelle forme piu lievi
di asma bronchiale, mediante studi eseguiti non solo sul sangue, ma anche diretta-
mente sui tessuti bronchiali (prelievi bioptici e BAL). Tali studi hanno, inoltre,
dimostrato una correlazione positiva tra numero di linfociti T attivati (IL-2R"),
numero di eosinofili e severita della malattia (valutata sia come grado di iperreattivita
che come grado di ostruzione delle vie aeree) (Azzawi 1990, Walker 1991a, -b, -c).

E' interessante rilevare che:

- nelle biopsie bronchiali di pazienti atopici non asmatici non si verifica I'aumento
delle cellule IL-2R*, cosi che I'espressione di IL-2R sembra essere una caratteristica
dell'asma bronchiale piuttosto che dello stato atopico (Azzawi 1990);

- nel BAL di pazienti asmatici solo il numero dei linfociti CD4* (ma non CD8*)
attivati si correla con il numero di eosinofili (Walker 1991a).

Obiettivo degli studi piu recenti é stato la valutazione del "pattern” di secrezione
di citochine dei linfociti T helper al fine di identificare il sottotipo cellulare principal-
mente coinvolto nell'asma bronchiale.

In considerazione del differenziato pattern secretorio (Tabella 4), particolare
interesse suscitano i cloni linfocitari Th,, per le notevoli implicazioni che tali elementi
cellulari possono avere sia nella induzione che nel mantenimento dell'immunoflogosi
asmatica. Come gia richiamato, infatti, I'interleuchina-4 & il principale fattore stimo-
lante la sintesi delle IgE da parte dei linfociti B; essa inoltre induce la differenziazione
dei T linfociti in senso Th, (Maggi 1992) e la proliferazione di quest'ultimi. IL-4
aumenta l'espressione di FcgRII su linfociti e monociti e del CD40 sui linfociti B. In
aggiunta IL-4 & un fattore di crescita per le mastcellule. Infine questa citochina, sia da
sola che in associazione con TNF-a e/o IL-1, aumenta l'espressione della molecola di
adesione VCAM-1 sulle cellule endoteliali in vitro e induce I'aderenza, VLA, /
VCAM-1 dipendente, di eosinofili e basofili - ma non neutrofili - all'endotelio.

Inoltre € importante sottolineare il ruolo che altre citochine prodotte dai linfociti
Th,, quali IL-5, IL-3, e GM-CSF svolgono nella induzione della proliferazione,
maturazione, differenziazione ed attivazione di mastociti, basofili ed eosinofili.

La dimostrazione del coinvolgimento dei Th,-linfociti nell'asma bronchiale deri-
va, principalmente, da studi di ibridazione in situ. Nel BAL di pazienti asmatici
atopici e stato dimostrato un aumento della percentuale di cellule esprimenti mRNA
per IL-3, IL-4, IL-5 e GM-CSF (ma non per IFN-g), che depone per un pattern di
secrezione di citochine compatibile con la presenza di linfociti Th,. Inoltre, nelle
biopsie bronchiali di pazienti asmatici atopici, & stata documentata una correlazione
tra il numero di cellule esprimenti mRNA per IL-5 e quello dei linfociti T e degli
eosinofili attivati (Hamid 1991). E' stata anche evidenziata una correlazione signifi-
cativa tra numero di cellule esprimenti mRNA per IL-4, IL-5 e GM-CSF e grado di
ostruzione delle vie aeree, di iperreattivita bronchiale e "score" sintomatologico dei
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pazienti (Robinson 1993b). Studt recenti, infine, hanno potuto anche evidenziare, nel
BAL di pazienti asmatici, un effettivo incremento dei livelli delle suddette citochine
(Walker 1992).

Un'ulteriore dimostrazione della associazione tra asma atopico e cellularita Th,
deriva da studi di provocazione bronchiale in vivo con allergene specifico (TBPS)
(Broide 1991, Sedgwick 1991, Robinson 1993a), come documentato:

- dall'aumento della percentuale di cellule esprimenti mRNA per IL-4, IL-5 e GM-
CSF nel BAL prelevato dopo 24 ore dall'esecuzione di TBPS;

- dall'evidenza che cloni di linfociti T ottenuti da biopsie bronchiali di pazienti
asmatici, 48 ore dopo l'esecuzione di TBPS, secernono, in presenza dell'allergene e di
APCs autologhe, IL-4, IL-5 ma non IFN-g.

Oltre che nell'asma allergico, i linfociti T sembrano svolgere un ruolo patogenetico
importante anche nelle forme di asma bronchiale non allergico.

Nelle biopsie bronchiali prelevate da pazienti affetti da asma bronchiale intrinseco
e professionale é stato riscontrato un aumento del numero di linfociti T e di eosinofili
attivati. Tuttavia, nelle forme intrinseche, i linfociti T attivati presentano un pattern
di secrezione di citochine distinto dal Th, e Th, e caratterizzato principalmente dalla
produzione di IL-2 ed IL-5 (Walker 1992). Anche i linfociti T ottenuti dal sangue
periferico di pazienti asmatici non atopici secernono IL-5 ma, a differenza di quelli
ottenuti da pazienti atopici, non producono IL-4. Sembra pertanto che, in vivo, la
secrezione di IL-4 e quella di IL-5 non siano necessariamente associate, ed & possibile,
quindi, che I'aumentata sintesi di IgE, associata con lo stato atopico, non sia un
requisito essenziale per lo sviluppo dell'asma bronchiale.

Nonostante vi siano ormai prove che la risposta immunoflogistica nell'asma
bronchiale sia mediata dai linfociti Th,, i meccanismi alla base della differenziazione
dei T-linfociti in senso Th, non sono completamente definiti.

Alla determinazione di questo processo di differenziazione contribuiscono sia la
natura dell'’Ag che il "background" genetico dell'individuo. Determinanti antigenici,
quali quelli espressi dai parassiti, sembrano in grado di evocare una risposta Th,/IgE
indipendentemente dalla costituzione genetica. Al contrario, il background genetico
in senso atopico sembra essere indispensabile per la produzione di una risposta Th,/
IgE contro gli epitopi allergenici (Romagnani 1994).

Recentemente ¢ stata focalizzata I'attenzione sull'ipotesi che il tipo di risposta T
helper sia dipendente anche dalla natura della "antigen presenting cell" (APC) o dei
prodotti da essa rilasciati. Mentre si & dimostrato che il tipo di APC di per sé non
influenza criticamente la differenziazione dei precursori T helper nell'una o nell'altra
sottopopolazione, pit importante appare il ruolo svolto dalle citochine rilasciate
dalla APC o da altri tipi cellulari durante il processo di "presentazione” dell'antigene.
Sembra infatti che la precoce produzione di IL-4 sia di importanza critica per la
maturazione del fenotipo Th, (Romagnani 1994). IL-4, derivata dalle cellule Th,
mature e dalla linea cellulare basofilo/mastocitaria, inibisce la produzione di IFN-g
da parte delle cellule T umane stimolate ed inoltre orienta la differenziazione dei
precursori delle cellule T verso il fenotipo Th,; i linfociti Th,, a loro volta, producono
ulteriore IL-4. Al contrario, IFN-g, prodotta dalle cellule NK e dai linfociti Th,,
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Citochina  Sorgente T-cellulare Cellula bersaglio effetto
| I I
CTL TH1 TH2
IFN-g ++ ++ - Mast-cellule -Proliferazione
Macrofagi -Attivazione
Eosinofili -Attivazione
B-Linfociti -Espressione MHC
inibizione sintesi IgE
Th2-linfociti -Inibizione proliferazione
Cellule endoteliali -Espressione di MHC ed ICAM-1
Cellule Epiteliali -Aumento espressione ICAM-1
TNF-a + ++ + T-Linfociti -Attivazione
B-Linfociti -Attivazione
Eosinofili -Attivazione
Neutrofili -Attivazione
Monocito/macrofagi -Attivazione,chemiotassi
Cellule endoteliali -Espressione ICAM-1, ELAM-1,VCAM-1
Cellule Epiteliali -Espressione ICAM-1, sintesi citochine
TNF-b + ++ - Neutrofili -Attivazione, chemiotassi
GM-CSF ++ ++ + Granulociti -Differenziazione, Attivazione,
chemiotassi
Eosinofili -proliferazione, aum. sopravvivenza
IL-2 + ++ - B-Linfociti -Proliferazione
T-Linfociti -Proliferazione, Differenziazione
NK-Linfociti -Stimolazione attivita Killing
macrofagi -Potenziameno citotossicita, chemiotassi
Eosinofili -Chemiotassi
IL-3 + ++ ++ Mast-cellule -Proliferazione
Basofili -Proliferazione, differenziazione,
maturazione
Eosinofili -Proliferazione, attivazione
chemiotassi, aumento sopravvivenza
Macrofagi -Proliferazione, differenziazione
Precursori eritroidi  -Proliferazione, differenziazione
IL-4 - - ++ B-linfociti -Proliferazione, sintesi IgE,
espressione CD40 ed Fc-epsilonRI|
T-Linfociti -Differenziazione in senso Th2
Th2-Linfocti -Proliferazione
Cellule endoteliali -EspressioneVCAM,
inibizione sintesi citochine
Cellule epiteliali -Espressione MHC ed ICAM-1
Monociti -Inibizione sintesi citochine, chemiotassi
Cellule dentriche -Differenziazione
Mastcellule -Proliferazione
IL-5 - - ++ B-Linfociti -Proliferazione, attivazione
T-Linfoicti -Proliferazione
Eosinofili -Proliferazione, attivazione, chemiotassi,

aumento sensibilita chemioattraenti,
aumento sopravvivenza

(segue)
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IL-6 - - ++ B-Linfociti -Differenziazione (ultima fase),
attivazione sintesi IL-2
T-Linfociti -Proliferazione (in sinergismo con IL-1),
sintesi IL-2
1L-8 +? +? +? B-Linfociti -Inibizione sintesi IgE
T-lifociti -Chemiotassi
Neutrofili -Attivazione, chemiotassi
IL-10 ? - ++ B-linfociti -Aumento espressione MCH-la
T-Linfociti -Proliferazione
Thl-Linfociti -Inibizione sintesi citochine
Monociti -Inibizione sintesi citochine
Mastcellule -Proliferazione
IL-13 ? + + B-Linfociti -Proliferazione, sintesi IgE

Espressione Fc-epsilonRII
-Inibizione sintesi citochine

CTL = Linfociti T citotossici  Th = Linfociti T helper

Tabella 4. Principali patterns di secrezione di citochine dei T-Linfociti.

promuove la differenziazione dei CD4" in cellule Th,. E' quindi ipotizzabile che una
volta che un Ag ha inizialmente stimolato una risposta - di tipo Th, o Th, a seconda
della natura dell'Ag e del background genetico dell'individuo - la differenziazione
delle cellule T specifiche per un determinato antigene sara ulteriormente amplificata,
e piu linfociti T con lo stesso profilo secretorio verranno ad essere reclutati.

Il ruolo di IL-10 in questi circuiti di amplificazione, nell'uomo, non é completa-
mente chiarito. Nel topo IL-10, potente inibitore della secrezione di IFN-g € prodotto
esclusivamente dalle cellule Th,, e puo quindi contribuire alla differenziazione
fenotipica dei Th,. In contrasto, nell'uomo, sia i linfociti Th, che Th, secernono IL-10
e pertanto I'effetto finale di tale citochina sul profilo secretorio dei linfociti T helper
e difficile da definire.

Anche IL-12 induce la differenziazione dei T helper verso il fenotipo Th,. Il ruolo
di IL-12 & particolarmente interessante in quanto potrebbe rappresentare il legame tra
risposta immune "naturale” e specifica. E' stato dimostrato, infatti, che alcuni virus e
batteri stimolano i macrofagi a produrre IL-12, che a sua volta induce la secrezione
di IFN-gda parte delle cellule T e NK. Cosi le cellule T helper possono essere
simultaneamente presentate con I'Ag processato e con citochine che inducono la
differenziazione verso il fenotipo Th,.

In sintesi si pud ipotizzare, pertanto, che da un precursore comune dei linfociti T
helper - anche definito Thp - si differenzi, in seguito a contatto con I'antigene, un pool
di linfociti - designato ThO - caratterizzato da un pattern secretorio che comprende IL-
2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-10, IFN-ge GM-CSF. Durante il processo di "presentazione"
dell'antigene la presenza di elevate quantita di IFN-g (anche indotta da IFN-a ed IL-
12) o di IL-4 determinerebbe, invece, la differenziazione dei linfociti Thp rispettiva-
mente verso il fenotipo Th0/ Th, o Th,.
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5.5. Neutrofili

Mentre € ormai ben riconosciuta lI'importanza dei neutrofili nella patogenesi di
alcune affezioni respiratorie (fibrosi interstiziale tipo Hamman-Rich e su base
collagenopatica, enfisema, ARDS, fasi di riacutizzazione della bronchite cronica), la
partecipazione di queste cellule ed il ruolo che esse svolgono nella patogenesi
dell'asma e della iperresponsivita bronchiale ¢ tuttora discusso.

Una possibile implicazione dei neutrofili nella genesi della iperresponsivita
bronchiale aspecifica e suggerita da alcune evidenze ottenute in differenti modelli
sperimentali di asma (O'Byrne 1991):

- nei cani l'inalazione di ozono induce una transitoria iperreattivita bronchiale
associata ad un'infiltrazione prevalentemente di neutrofili nella mucosa delle vie
aeree, con una evoluzione temporale parallela dei due fenomeni; la deplezione
preventiva dei neutrofili, ottenuta mediante idrossiurea, previene lo sviluppo della
iperresponsivita bronchiale indotta dall'ozono. La replezione dei neutrofili, ripristi-
na il fenomeno;

- nei cani, anche I'esposizione all'allergene sensibilizzante determina I'afflusso di
neutrofili nelle vie aeree associato allo sviluppo di iperresponsivita bronchiale;

- nei conigli sensibilizzati all'alternaria tenuis lo sviluppo della risposta ritardata e
della iperresponsivita bronchiale dopo l'inalazione dell'allergene si associa alla
presenza di PMN e cellule mononucleate nelle vie aeree. La capacita di sviluppare la
risposta ritardata e la iperresponsivita ¢ inibita dalla deplezione dei PMN e ristabilita
dalla infusione di sospensioni cellulari ricche di neutrofili.

Questa associazione temporale tra sviluppo della iperresponsivita e I'afflusso dei
neutrofili nelle vie aeree dopo I'esposizione ad 0zono ¢ stata osservata soltanto in
alcune specie animali, ma non in altre:

- nelle cavie, I'0zono induce iperresponsivita ma non infiltrazione neutrofila delle
pareti bronchiali e la deplezione dei neutrofili non previene lo sviluppo di
iperresponsivita.

Nelle cavie sensibilizzate, I'inalazione dell'allergene determina un afflusso di
neutrofili ed eosinofili nelle vie aeree; solo la presenza degli eosinofili sembra
necessaria per lo sviluppo delle risposte ritardate.

La ulteriore dimostrazione che i neutrofili sono implicati nella patogenesi della
iperresponsivita delle vie aeree in cani e conigli, si & ottenuta facendo inalare ai
suddetti animali i supernatanti derivati da colture di neutrofili umani stimolati con
acido arachidonico e calcio-ionoforo A23187. L'inalazione degli agenti stimolanti non
induce iperresponsivita delle vie aeree nei cani, cosi come non ha effetto, nei conigli
allergici, I'inalazione dei supernatanti di colture di eosinofili stimolati.

Uno dei mediatori di derivazione neutrofila che sembra implicato nella genesi
della iperresponsivita delle vie aeree indotta da diversi stimoli (ozono, allergene,
LTB,, PAF) nei cani, & il TXB,. Ci0 e stato dimostrato mediante la somministrazione
di inibitori della sintesi del tromboxano (indometacina - inibitore del pathway della
ciclossigenasi - e OKY-046 - inibitore della tromboxano-sintetasi -), misurando il
livello dei metaboliti dell'acido arachidonico (aumento del TXB,) nel liquido di
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lavaggio durante lo sviluppo della iperresponsivita bronchiale ed, infine, mediante
il pretrattamento con un analogo del tromboxano (U46619).

L'osservazione che nelle vie aeree di cani esposti a stimolazione con ozono,
I'accumulo dei neutrofili & prevalente nell'epitelio bronchiale, ha fatto ipotizzare che
fattori derivanti dalle cellule epiteliali o da cellule presenti nel lume delle vie aeree
(macrofagi alveolari), potessero essere responsabili del reclutamento dei neutrofili.
Tra questi, il mediatore piu probabile sembra il LTB,; & stato dimostrato, inoltre, che
I'inalazione di LTB, da parte di cani determina la chemiotassi dei neutrofili e lo
sviluppo della iperresponsivita bronchiale.

Nell'uomo, I'afflusso dei neutrofili nelle vie aeree e stato documentato in seguito
all'esposizione a diversi stimoli, tuttavia il ruolo svolto da tali cellule nell'induzione
della iperresponsivita bronchiale non é ancora chiarito.

Stelzer e collaboratori hanno dimostrato che I'inalazione di ozono determina
iperresponsivita bronchiale ed un aumento dei neutrofili nel liquido di lavaggio
broncoalveolare (Stelzer 1986).

Fabbri e collaboratori hanno dimostrato un aumento dei neutrofili associato ad un
minore incremento degli eosinofili nel BAL, in soggetti con iperresponsivita bronchiale
indotta dall'esposizione lavorativa con TDI (Fabbri 1987). Tuttavia, studi successivi su
biopsie bronchiali, eseguiti dallo stesso gruppo di lavoro e da altri, non hanno confermato
guesta osservazione iniziale. Essi hanno documentato un accumulo prevalente di
eosinofili, mastcellule e cellule mononucleate nelle vie aeree, insieme alle alterazioni
anatomiche (desquamazione dell'epitelio, ispessimento della membrana basale) descrit-
te nelle biopsie bronchiali di pazienti con asma atopico (Hammond 1989).

Nei pazienti atopici, Metzger e collaboratori hanno documentato che I'inalazione
dello specifico allergene determina un accumulo di neutrofili alla 4% ora associato ad
una infiltrazione di eosinofili che persiste fino alla 242 ora (Metzger 1986).

PiU recentemente, altri autori hanno dimostrato un afflusso prevalente di neutrofili
nelle biopsie bronchiali prelevate alla 62 ora dal test di stimolazione endobronchiale
con allergene. Questo riscontro conferma precedenti osservazioni eseguite su biopsie
di cute, congiuntiva e mucosa nasale ottenute da pazienti asmatici alla 42-62 ora dal
test di stimolazione con allergene. L'accumulo prevalente dei neutrofili e I'evidenza
morfologica del loro stato di degranulazione concomitante al picco della LAR,
suggerisce la partecipazione attiva dei neutrofili alla genesi degli eventi ritardati
della risposta asmatica. | neutrofili, mediante il rilascio di enzimi lisosomiali, metaboliti
dell'ossigeno, LTB,, HRFs, hanno la capacita potenziale di esplicare un‘azione di
danno sui tessuti bronchiali ed, inoltre, di amplificare il processo infiammatorio delle
vie aeree durante la risposta asmatica ritardata. Tuttavia, il ruolo di queste cellule
nella patogenesi dell'asma bronchiale non & ancora ben definito.
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5.6. Eosinofili

La partecipazione degli eosinofili alla patogenesi dell'asma bronchiale é dimostra-
ta da numerose evidenze:

1) rilievo frequente anche se non costante di eosinofilia nel sangue periferico e
nell'espettorato nei pazienti affetti da asma;

2) presenza di una significativa correlazione tra numero degli eosinofili nel sangue
e severita dell'asma giudicata in base alla diminuzione del FEV, (Bousquet 1990);

3) dimostrazione di un aumento del numero degli eosinofili nel BAL e nelle biopsie
bronchiali anche in forme lievi di asma cronico (Smith 1992);

4) correlazione positiva tra numero di eosinofili nel sangue (Durham 1985) e nel
BAL e dei prodotti di derivazione eosinofila (MBP) con il grado di reattivita alla
metacolina (Foresi 1990);

5) evidenza, dopo challenge allergenico, di una transitoria eosinopenia ematica alla
62 ora, seguita, nei pazienti che sviluppano una LAR, da una progressiva eosinofilia che
persiste fino alla 242 ora. L'eosinofilia post-challenge si correla sia con I'intensita di
questa reazione che con la responsivita basale delle vie aeree (Durham 1985);

6) presenza nel BAL dopo challenge allergenico di una eosinofilia rilevabile gia
alla 42 ora e che persiste fino alla 24% ora (Metzger 1986);

7) aumento, sia in circolo che nelle vie aeree, della percentuale di eosinofili in stato
di attivazione. Questo aspetto costituisce una caratteristica della immunoflogosi
dell'asma ed assume, anche, un significato patogenetico di maggiore rilievo rispetto
al semplice aumento del numero di eosinofili (Venge 1987).

In questo paragrafo saranno richiamati alcuni aspetti salienti riguardanti: I'origine
e I'immissione in circolo degli eosinofili, il processo di attivazione, i meccanismi di
reclutamento di tali cellule nelle sedi di immunoflogosi, la posizione degli eosinofili
quali effettori della risposta inflammatoria nell'asma bronchiale.

Gli eosinofili originano nel midollo osseo da una cellula staminale totipotente
comune ad altre linee cellulari. Tre citochine (GM-CSF, IL-3 e IL-5) sembrano avere
preminente importanza nella produzione e differenziazione degli eosinofili nel
midollo. In particolare, GM-CSF e IL-3 agiscono su precursori comuni ad altri tipi
cellulari (basofili), mentre IL-5 appare implicata nella fase terminale del processo di
differenziazione ed e quindi specifica per la linea eosinofila (Clutterbuck 1989). Dopo
un periodo maturativo di circa 10 giorni nel midollo osseo, gli eosinofili passano nel
circolo ematico (ove presentano una emivita di circa 6-12 ore) ed infine migrano nei
tessuti (ove persistono per 2-5 giorni).

La partecipazione degli eosinofili alla realizzazione della risposta inflammatoria
richiede la loro preliminare attivazione. Tale processo coinvolge numerosi mediatori
proinfiammatori (PAF, LTB,, EAF) e citochine (GM-CSF, IL-5, IL-3), prodotti sia da
cellule strutturali delle vie aeree (cellule epiteliali, endoteliali e fibroblasti) che da
cellule inflammatorie (linfociti, macrofagi, mastcellule, eosinofili) (Kuo 1994).

Lo stato di attivazione degli eosinofili € evidenziato da modificazioni delle loro
caratteristiche fisiche, fenotipiche, morfologiche e metaboliche.

Gli eosinofili ipodensi (densita al gradiente di Percoll<1082), che verosimilmente
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rappresentano cellule parzialmente degranulate, sono ritenuti cellule attivate. Essi,
infatti, mostrano un‘aumentata capacita di produrre e rilasciare anioni superossidi,
leucotrieni, PAF e di svolgere attivita citotossica. Inoltre, sono caratterizzati dall'in-
duzione e/0 aumentata espressione dei recettori di membrana per i frammenti Fc
delle IgG (FegrRlIl), delle IgE (FceRlIl), delle IgA (FcgR) e per fattori del complemento
(Clq, C3b/C4b, C3bi, C5a) (Fukuda 1989).

Nei soggetti normali la percentuale di eosinofili ipodensi ¢ inferiore al 10% (Fukuda
1985). Nell'asma bronchiale ed in altre malattie associate ad eosinofilia ematica tale
percentuale & aumentata potendo raggiungere circa il 30-60% del totale degli eosinofili
nei pazienti con rinite allergica ed asma (Fukuda 1985, Frick 1988), e il 90% nei pazienti
con sindrome ipereosinofila (Peters 1988). Il numero di eosinofili ipodensi correla con
il grado di eosinofilia e con lo stato di attivita della malattia (Frick 1988).

Lo stato di attivazione degli eosinofili nei tessuti delle vie aeree di pazienti
asmatici é riconoscibile anche in base alle caratteristiche elettromicroscopiche di
maggiore eterogeneita e di minore densita dei granuli citoplasmatici (Frick 1988).

Con metodica immunoistochimica gli eosinofili attivati possono essere identifica-
ti mediante I'Ab monoclonale EG2, che é specifico per la forma clivata della proteina
cationica eosinofila (Tai 1984) (Appendice Foto 4, 11, 12)).

L'eosinofilia tissutale implica momenti patogenetici complessi e solo in parte
conosciuti. Il processo schematicamente coinvolge: la produzione degli eosinofili nel
midollo osseo - gia in precedenza richiamata -, il reclutamento nei tessuti ed, infine,
la sopravvivenza e l'attivita funzionale degli eosinofili nelle sedi di flogosi.

L'aspetto che suscita attualmente maggiore interesse riguarda i meccanismi
implicati nel reclutamento selettivo degli eosinofili nei tessuti sedi di reazioni
immunologiche IgE-mediate.

Recenti evidenze suggeriscono che due eventi concorrono alla genesi di questo
fenomenao: il rilascio di fattori chemiotattici specifici o preferenzialmente attivi sulla
linea cellulare eosinofila; I'intervento di meccanismi selettivi di migrazione
transendoteliale mediata dall'espressione di specifiche molecole di adesione.

Nella Tabella 5 i diversi fattori chemiotattici per gli eosinofili sono ordinati in
rapporto alla potenza dell'effetto chemoattraente e sono anche riportati gli altri stipiti
cellulari che rispondono a questi mediatori (Resnick 1993).

Dalla tabella si evince che due citochine derivate dai linfociti, LCF (lymphocyte
chemoattractant factor) e IL-2, sono di gran lunga i pit potenti chemoattraenti per gli
eosinofili.

LCF, elaborato dai linfociti T CD8*, utilizza CD4 come suo recettore (Cruikshank
1987); sebbene a livelli pit bassi rispetto ai linfociti Th ed ai monociti, I'espressione
di CD4 é rilevabile anche sugli eosinofili (sia "resting"” che "primed"), mentre non &
stata dimostrata sui neutrofili (Rand 1991a). LCF é risultato 100-1000 volte piu
potente di C5a e del PAF come fattore chemiotattico per gli eosinofili (Rand 1991a).
Vi sono evidenze che l'istamina rilasciata dalle mastcellule possa stimolare la
secrezione di LCF dai linfociti CD8* (Center 1983) per cui questo fattore chemiotattico
potrebbe contribuire a mediare il rapporto tra attivazione mastocitaria e reclutamen-
to di eosinofili e cellule mononucleate nei siti di reazione IgE-mediata.
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Anche IL-2 pud contribuire al reclutamento chemiotattico degli eosinofili. Queste
cellule, infatti, esprimono il recettore per IL-2, che verosimilmente ¢ del tipo ad alta
affinita in quanto l'azione chemoattraente si esplica a concentrazioni estremamente
basse di IL-2 ed & bloccato da moAbs diretti contro le subunita p55 e p75 (Rand 1991b).

L'unico fattore chemiotattico dotato di specificita per gli eosinofili & IL-5, benché,
probabilmente, anche i basofili siano responsivi nei confronti di questa citochina. IL-
5 ¢ in grado di aumentare I'adesione degli eosinofili alle cellule endoteliali ed, inoltre,
di aumentare la sensibilita degli eosinofili a stimoli chemiotattici quali PAF, LTB, ed
IL-8 (Sehmi 1992).

Il processo di migrazione transendoteliale degli eosinofili & attualmente ben
delineato anche nei suoi aspetti temporali, grazie agli studi su modelli sperimentali
costituiti da "monolayers" di cellule endoteliali ottenute da vene ombelicali umane.
Le molecole di adesione coinvolte nelle diverse fasi in cui il processo si realizza sono
riportate nel paragrafo relativo alle interazioni tra cellule endoteliali e cellule infiam-
matorie. In questa sede & interessante richiamare i due meccanismi che sembrano
specificamente coinvolti nel processo di migrazione transendoteliale selettiva degli
eosinofili e non dei neutrofili.

Il primo di essi riguarda l'interazione tra I'immunoglobulina VCAM-1 espressa
sull'endotelio e lab -integrina VLA, espressa da linfociti, monociti, basofili, eosinofili
ma non dai neutrofili (Walsh 1991) (Appendice Foto 13). E' interessante osservare che
I'espressione di VCAM-1 sull'endotelio € sovraregolata da IL-4 (Schleimer 1992), dato

Potenza molare
(ED,) Altre cellule responsive* note

Mediatori umorali

PAF 107to 10°M N, M, B

Cba 107 to 10°M N, M, B

LTB, 10 M N, M

fMLP 10 M N, M Eos. richiedono priming

8(S), 15 (S)-diHETE 10% M N

5,15-diHETE 10 M N

5-0x0-15-HETE 10" M N
Citochine

ILCF 102 to 10" M CDD4*L and M,?B

IL-2 102 M IL-2R* L and M,?B

IL-3 and GM-CSF 10°to 108 M N,B

IL-5 10" M B

RANTES 10°M Memory/helper L,M,B,

IL-8 10%M N,L,B Eos. richiedono priming
Altri

Cyclophillin 108M N
*N = netrofili; M =monociti; B = basofili; Eos. = eosinofili; L= linfociti

Tabella 5. Fattori Chemiotattici per gli Eosinofili Umani. Da M.B. Resnick e P.F.
Weller: Mechanism of Eosinophil Recruitment; Am. J. Respir. Cell Mol. Biol., 8; 349,
1993.
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questo che indirettamente sottolinea il ruolo dei linfociti Th , nella patogenesi
dell'asma.

Il secondo meccanismo riguarda l'azione selettiva della IL-5 sull'eosinofilo e non
sul neutrofilo, che si manifesta con una sovraregolazione dell'espressione della b,-
integrina CD11b/CD18 (MAC-1) (Appendice Foto 14) parallela allo "shedding" della
L-selectina dalla membrana degli eosinofili (Neeley 1993).

Le stesse citochine (GM-CSF, IL-3, IL-5) che stimolano la produzione e la
differenziazione degli eosinofili, il reclutamento e l'attivita funzionale, si sono
rivelate - in sistemi in vitro - in grado di prolungare la sopravvivenza di questi
elementi cellulari a breve emivita (Lopez 1986, Walker 1991c).

La preminente rilevanza di IL-3, IL-4, IL-5 e GM-CSF nel processo di attivazione
e di reclutamento degli eosinofili, porta a sottolineare I'importanza dell'interazione
fra linfociti Th, ed eosinofili nella patogenesi dell'asma. 1l profilo della secrezione di
citochine dai Th, comprende infatti la produzione di IL-4 e di IL-5. IL-4 & un cofattore
essenziale nella sintesi delle IgE da parte dei B-linfociti; inoltre, stimola la crescita
delle mastcellule ed induce - sulle cellule endoteliali - I'espressione di VCAM-1
attivando la via di interazione VCAM-1/VLA,, specifica per gli eosinofili e non per
i neutrofili. IL-5 € I'unica citochina dotata di una attivita stimolante selettiva sugli
eosinofili. | Th_-linfociti, pertanto, sembrano assumere una posizione centrale nell'or-
chestrare i molteplici eventi biochimici e cellulari che sono alla base della immuno-
flogosi della asma (Walker 1991c, Corrigan 1992).

| prodotti di derivazione eosinofila implicati nella genesi delle alterazioni struttu-
rali (desquamazione dell'epitelio bronchiale) e funzionali (broncospasmo; aumento
della reattivita bronchiale, della permeabilita vasale, della secrezione mucosa, reclu-
tamento cellulare) dell'asma bronchiale, possono schematicamente essere distinti in;

- mediatori accumulati nei granuli citoplasmatici;

- mediatori lipidici derivanti dal metabolismo dei fosfolipidi della membrana citoplasma-

tica;

- citochine.

Gli eosinofili contengono tre tipi di granuli: granuli primari, rotondeggianti ed
uniformemente elettrondensi; granuli secondari, costituiti da un "core" cristallino
circondato da una matrice elettrondensa; piccoli granuli che contengono fosfatasi
acida ed arilsulfatasi-b;

Le proteine basiche (MBP, ECP, EDN, EPO), responsabili delle affinita tintoriali
degli eosinofili, sono contenute nei granuli secondari.

Come gia richiamato in precedenza, le proteine MBP, ECP ed EPO (particolarmen-
te in presenza di ioni cloro e di perossido), esplicano un'azione citotossica. In tal modo
esse contribuiscono alla desquamazione epiteliale che assume un ruolo di primaria
importanza nella genesi della condizione di iperresponsivita bronchiale.

E' stato dimostrato, inoltre, che la MBP, instillata nei polmoni di scimmia,
determina broncospasmo ed aumenta la reattivita delle vie aeree alla metacolina
(Gundel 1991). In vitro, la MBP determina una modificazione delle caratteristiche
elettrofisiologiche della membrana dei miociti, con accentuazione dei fenomeni di
depolarizzazione, apertura dei canali del calcio voltaggio-dipendenti ed aumento

42 Caleidoscopio



Mazzarella G., Calabrese C., Mezzogiorno A., Immunoflogosi nell'asma
Peluso G.F., Micheli P., Romano L. bronchiale

della risposta contrattile a numerosi agonisti spasmogeni. La MBP, infine, contribu-
isce alle alterazioni della clearance mucociliare, diminuendo la funzione ciliare
(probabilmente inibendo Il'attivita dell'assonema) e stimolando la secrezione di acqua
e cloruri da parte dell'epitelio delle vie aeree (Jacoby 1988).

Sia la MBP che la ECP determinano la degranulazione di mastociti e basofili,
mentre I'EPO limita tale attivita ai basofili.

| dosaggi di MBP ed ECP nell'espettorato, nel siero, nel BAL, si sono dimostrati
utili indici di monitoraggio dell'asma, con aumenti nei periodi di impollinazione e
durante le riesacerbazioni della malattia e diminuzione dopo opportuni trattamenti
(cortisonici, terapia desensibilizzante).

Gli eosinofili hanno la capacita di metabolizzare attivamente i fosfolipidi di
membrana con produzione di PAF, acido arachidonico e suoi derivati. Gli eosinofili
esprimono gli enzimi della 15- e 5-lipossigenasi con produzione di 15-HETE e
leucotrieni - soprattutto LTC, e LTD, - che inducono broncospasmo, aumento della
permeabilita vascolare ed ipersecrezione di muco. Inoltre alcuni derivati del 15-
HETE esplicano azione chemiotattica e stimolano il rilascio di neurochinine dalle
terminazioni sensoriali capsaicina-sensibili. Gli eosinofili producono elevate quanti-
ta di PAF che, benché non selettivo, ¢ tra i pit potenti fattori chemiotattici per gli stessi
eosinofili. Il PAF, inoltre, & in grado di attivare numerose linee cellulari, contribuendo
alla realizzazione di circuiti di interazione e di amplificazione tra cellule. In seguito
ad inalazione il PAF determina un aumento della reattivita bronchiale; tale effetto,
comunque, considerato il rapido catabolismo di questo mediatore, sarebbe mediato
dall'azione chemiotattica sugli eosinofili. L'azione broncospastica sulla muscolatura
liscia & di breve durata e comunque debole, come documentato dal modesto effetto
broncodilatante ottenuto con antagonisti selettivi dei recettori del PAF.

Gli eosinofili, infine, sono in grado di produrre citochine quali TGF-a, TGF-b, GM-
CSF, IL-1, IL-3, IL-5, IL-6 € IL-8, che consentono loro di interagire non solo con altri
stipiti cellulari, ma anche di autoattivarsi (Gleich 1993).

Le molteplici funzioni biologiche esplicate dai prodotti del metabolismo degli
eosinofili conferiscono a queste cellule un ruolo cruciale nel mantenimento della
flogosi immuno-allergica. Tuttavia, la dimostrazione che gli eosinofili, cosi come
altre cellule infiammatorie (linfociti, monaociti, piastrine), esprimono sulla loro mem-
brana recettori a bassa affinita per le IgE (FceRII) e che si localizzano preferenzialmen-
te alla superficie della mucosa delle vie aeree, ha fatto ipotizzare che tali cellule
possano svolgere un ruolo nell'induzione della flogosi allergica. Inoltre, recenti
evidenze dimostrano che gli eosinofili prelevati dall'espettorato di pazienti asmatici,
a differenza di quelli ematici, esprimono le molecole di adesione ICAM-1 ed HLA-DR
suggerendo in tal modo una capacita di interazione degli eosinofili con altre cellule
ed una loro possibile diretta partecipazione al processo di presentazione dell'Ag ai
linfociti T (Hansel 1991, 1992).
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Meccanismi di reclutamento ed interazioni
cellulari

Il riconoscimento della natura flogistica dell'asma bronchiale e I'identificazione
delle componenti cellulari coinvolte negli eventi precoci e ritardati della reazione
asmatica e nell'asma bronchiale cronico hanno accresciuto l'interesse sui meccanismi
tramite i quali le diverse sottopopolazioni leucocitarie (in particolar modo gli
eosinofili) si accumulano nella mucosa e nel lume delle vie aeree.

Il reclutamento dei leucociti dal sangue nei tessuti sedi di flogosi coinvolge una
serie di eventi (marginazione, adesione, migrazione transendoteliale) nei quali le
interazioni mediate dalle molecole di adesione appaiono di importanza critica.

In questo paragrafo saranno brevemente richiamate le principali famiglie di
molecole di adesione coinvolte nella patogenesi dell'asma bronchiale; inoltre, saran-
no schematicamente delineati i meccanismi implicati nel reclutamento cellulare,
mettendo in evidenza i "pathways" di adesione che, sulla base delle piu recenti
acquisizioni "in vitro" ed "in vivo", possono contribuire al reclutamento selettivo
degli eosinofili nelle sedi di flogosi allergica.

6. Molecole di adesione

Le principali molecole di adesione implicate nella patogenesi dell'asma bronchiale
appartengono alla famiglia delle integrine, alla superfamiglia delle immunoglobuline,
alle selectine.

6.1. Integrine

Le integrine sono una famiglia di eterodimeri costituiti dall'associazione di catene
a (pesanti) e b (leggere) legate non covalentemente (Figura 7).

Le integrine sono suddivise in sottofamiglie ognuna delle quali ha una comune
subunitab che si associa con differenti catene a. Inizialmente erano state riconosciute
tre sottofamiglie di integrine: b, b,, b, (Bevilacqua 1993). Attualmente I'identificazio-
ne di almeno altre cinque subunitab, (b,, b,, b,, b,, b,) e I'osservazione che esse possono
associarsi con catene a gia assegnate alle precedenti sottofamiglie, ha reso necessario
un aggiornamento della classificazione di questa famiglia di molecole di adesione
(Hynes 1987) (Figura 8).

Piu rilevanti ai fini della patogenesi dell'asma sono alcuni membri della
sottofamiglia delle b - e b_-integrine.

Le integrine della sottofamiglia b,, denominata anche VLA (very late antigen),
sono, principalmente, coinvolte nell'adesione dei leucociti con i componenti della
matrice extracellulare (collagene, laminina, fibronectina, etc.). Recentemente, tutta-
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via, e stato documentato che I'integrina VLA, (a,/b,, CD29/CDA49d), espressa da
linfociti T della memoria, monociti, eosinofili e basofili, ma non dai neutrofili, e
implicata nell'adesione di queste cellule all'endotelio vascolare attraverso il legame
con I'immunoglobulina VCAM-1 (Bevilacqua 1993). La catena a, si pu0 associare
anche con la catenab, dando origine all'eterodimero Act-1 che, come VLA, & espresso
dai linfociti, dagli eosinofili e basofili, ma non dai neutrofili e si legaa VCAM-1 e alla
fibronectina (Ellices 1990, Tidswell 1993). Act-1, tuttavia, € anche in grado di legarsi
a MAdCAM-1 (Mucosal addressin adhesion molecule-1), un‘altra molecola di ade-
sione espressa dall'endotelio, che presenta un‘omologia strutturale con ICAM-1 e
VCAM-1 e sembra coinvolta nell"homing" dei linfociti nella mucosa intestinale
(Postigo 1993, Berlin 1993).

La sottofamiglia delle integrineb,, conosciuta anche come Leukocyte cell adhesion
molecules (LEU-CAMS), consiste di tre recettori di adesione espressi solo dai leucociti:

- LFA-1 (aL b,; CD11a/CD18);

- Mac-1 (aM b,; CD11b/CD18);

- p150-95 (aX b,; CD11c/CD18).

LFA-1 é espressa, a differenti livelli, sulla superficie di tutte le sottopopolazioni
leucocitarie e si lega alle immunoglobuline ICAM-1 ed ICAM-2 presenti sull'endotelio
vascolare e su altri tipi cellulari. L'adesione di LFA-1 con ICAM-1 e ICAM-2 richiede
una preliminare attivazione leucocitaria, che determina, piuttosto che un aumento
del livello di espressione sulla superficie cellulare, un transitorio cambiamento
conformazionale della molecola con conseguente aumento dell'avidita di legame di
LFA-1 (Figdor 1990).

Mac-1, presente sui macrofagi, granulociti e su alcuni sottotipi linfocitari, come
LFA-1, si lega ad ICAM-1 ma in corrispondenza di un differente e pit debole sito di
legame (Diamond 1991). Questa molecola di adesione, cosi come pl150,95, &
costitutivamente presente nei granuli intracitoplasmatici ed ¢ reclutata sulla super-
ficie cellulare in seguito alla stimolazione con mediatori quali C5a, PAF e LTB, (Miller
1987). In studi in vitro, inoltre, € stato dimostrato, che I'espressione di Mac-1 ¢
aumentata sugli eosinofili in seguito ad esposizione a PAF, IL-3, IL-5 e GM-CSF
(Walsh 1990), e sui neutrofili in seguito a stimolazione con IL-8.

6.2. Superfamiglia delle immunoglobuline

Questa famiglia di molecole di adesione comprende una varieta di glicoproteine
integrali di membrana (Figura 7) implicate sia nei processi di riconoscimento e
presentazione dell'Ag, attraverso reciproche interazioni con altri membri della stessa
famiglia (TCR/HLA; CD2/LFA-3; CD4/MHCII; CD8/MHCI), sia nelle interazioni
leucociti-endotelio e leucociti-epitelio.

Per quanto concerne le interazioni leucociti/endotelio sono state particolarmente
studiate nelle malattie allergiche delle vie aeree le molecole ICAM-1, ICAM-2 e
VCAM-1.

ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1) & caratterizzata da 5 domint
immunoglobulinici extracellulari e possiede due siti di legame distinti per LFA-1 e
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Figura 7. Struttura molecole di adesione.

SELECTINE:

IMMUNOGLOBULINE:

INTEGRINE:

- monomeri
- dominio NH, - terminale tipo C-lectina - dominio
simile EGF (epidermal growth factor) - numero variabi-
le di domini simili a CBP (complement-binding protein)
- segmento transmembranario - breve dominio intracito-
plasmatico

- monomeri

- numero variabile di domini immunoglobulinici extra-
cellulari - segmento transmembranario - breve dominio
intracitoplasmatico

- eterodimeri (catene o e p legate non covalentemente)
- dominio extracellulare - segmento transmembranario
- breve dominio intracitoplasmatico

- sito di legame sulla subunita o (estremita NH,- termi-
nale); il legame con il ligando richiede cationi divalenti
Mg** e/o Ca*)

Adattato da: A. Mantovani, E. Dejana “Citochine di interesse immunologico e cellule
vascolari”. Aggiornamento del Medico, 15, 10, 1991.
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Figura 8. Classificazione delle integrine.

Famiglia delle integrine. Sono cerchiate le subunita a e b associate nei membri della
famiglia delle integrine piu rilevanti ai fini della patogenesi dell’asma.

Adattato da Sheppard D.: Identification and characterization of novel airway
epithelial integrins. Am. Rev. Respir. Dis., 148: 358, 1993.

Mac-1, b, integrine espresse dalle cellule leucocitarie. ICAM-1 é costitutivamente
presente, a bassi livelli, sulle cellule endoteliali e su molti altri tipi cellulari. L'espres-
sione di questa glicoproteina, sull'endotelio, & stimolata da una varieta di fattori quali
LPS, IL-1, TNF-a e IFN-gche aumentano la trascrizione genica e la sintesi proteica.
L'espressione di ICAM-1 é rilevabile dopo 2-4 ore, raggiunge il picco a 12 ore, con un
plateau che persiste fino a 24-72 ore (Dustin 1986).

ICAM-1 é costitutivamente presente anche sulle cellule dell'epitelio bronchiale e
la sua espressione & aumentata da IL-1,, TNF-a, IL-4 e, soprattutto, IFN-g (Churchill
1993).

ICAM-2, caratterizzata da due domini immunoglobulinici extracellulari, e espres-
sa costitutivamente sulle cellule endoteliali e non sembra sottoposta a regolazione da
parte di citochine. Il recettore di ICAM-2 ¢ l'integrina LFA-1 (Nortamo 1991). Tale
"pathway" di adesione puo essere importante nell'interazione dei leucociti con le
cellule endoteliali a riposo non attivate.

VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1), di cui esistono due distinte forme,
una con sei e l'altra con sette dominT immunoglobulinici extracellulari, & indotta sulla
superficie delle cellule endoteliali da una varieta di stimoli: IL-1, TNF-a, LPS
(Bevilacqua 1993), ma a differenza di ICAM-1, non da IFN-g IL-4 induce selettivamente
I'espressione di VCAM-1 sulla superficie delle cellule endoteliali, mentre non ha
effetti dimostrabili sull'espressione di ICAM-1 (Kyan-Aung 1991, Schleimer 1992).
L'aumentata espressione di VCAM-1 é rilevabile dopo 2 ore dalla stimolazione e
persiste per 72 ore. Il ligando di VCAM-1 ¢ la integrina a,b, (VLA ) espressa dai
linfociti, monociti, eosinofili, basofili e non dai neutrofili e, come dimostrato recen-
temente, Act-1 (a,b,), espressa da eosinofili e basofili.

Caleidoscopio ‘ 47



Mazzarella G., Calabrese C., Mezzogiorno A., Immunoflogosi nell'asma
Peluso G.F., Micheli P., Romano L. bronchiale

6.3. Selectine

La famiglia delle selectine presenta una comune struttura molecolare, con una
sequenza caratterizzata da: un dominio amino-terminale tipo C-lectina, una regione
simile all'epidermal growth factor, una serie di dominft strutturalmente simili alle
proteine leganti il complemento, un dominio transmembranario e una breve coda
citoplasmatica (Figura 7). Fino ad ora sono state identificate tre selectine: E-selectin,
P-selectin ed L-selectin (Bevilacqua 1993).

E-selectin (inizialmente definita ELAM-1) e espressa solo dalle cellule endoteliali
attivate. LPS, IL-1, TNF-a sono in grado di indurne I'espressione che € piu rapida
rispetto ad ICAM-1 e VCAM-1: ¢ rilevabile, infatti, dopo 30 minuti, raggiunge il picco
dopo 4 ore e declina verso livelli basali entro 24 ore. 1l ligando di E-selectin € un
carboidrato denominato "sialyl-Lewis x" presente sulle glicoproteine della superficie
cellulare dei leucociti (Phillips 1990).

P-selectin, o CD62, (inizialmente definita GMP-140 o PADGEM), & una glicoproteina
di 140kD presente nei granuli secretoria delle piastrine e, insieme con il fattore di Von
Willebrand, nei corpi di Weibel-Palade presenti nelle cellule endoteliali. In seguito
alla stimolazione con agenti attivanti (istamina, trombina, PAF, fattori del comple-
mento) il GMP 140 é rapidamente trasportato (in meno di 5 min.) sulla superficie delle
cellule endoteliali, dove promuove il rapido inizio dell'adesione dell'endotelio con
leucociti e piastrine (Bevilacqua 1993). Come per ELAM-1 il ligando di GMP-140 e,
probabilmente il "sialyl-Lewis x". Nelle interazioni tra piastrine e monociti/neutrofili,
P-selectin si lega, inoltre, all'antigene CD15.

L-selectin (inizialmente definita LECAM-1), in origine ritenuta espressa solo dai
linfociti, é stata dimostrata attualmente anche sulla superficie cellulare di granulociti
e monociti. L-selectin media le fasi iniziali dell'adesione dei granulociti all'endotelio,
guando essi sono esposti ad alte forze di "shear stress”. In seguito all'adesione dei
leucociti all'endotelio o in seguito ad attivazione cellulare, L-selectin si distacca dalla
superficie dei leucociti (Tedder 1991). Non é stato ancora precisato quale sia il ligando
di L-selectin; e interessante tuttavia precisare che nella struttura di L-selectin é
presente il gruppo carboidratico "sialyl-Lewis x" per cui & possibile che tale molecola
possa legarsi alle altre selectine (Picker 1991).

7. Reclutamento cellulare

Il reclutamento dei leucociti dal sangue nei tessuti sedi di processi flogistici
coinvolge una serie di eventi che iniziano con la adesione reversibile dei leucociti alle
pareti endoteliali, cui segue una adesione stabile all'endotelio e la successiva migra-
zione dei leucociti, attraverso la barriera endoteliale, nei tessuti (Butcher 1991).

La fase del tutto iniziale di "rolling", in cui i leucociti circolanti marginati si legano
reversibilmente all'endotelio, coinvolge le molecole di adesione del gruppo delle
Selectine (Kishimoto 1989). Il "rotolamento” dei leucociti lungo le pareti vasali sembra
favorito dal rilascio locale di istamina nei siti di reazione allergica, che determina
vasodilatazione e rallentamento del flusso ematico.
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L-selectin sembra essere responsabile dell'aderenza iniziale dei granulociti circo-
lanti non stimolati all'endotelio attivato.

P-selectin & responsabile di un'adesione piu stabile ma altrettanto precoce, in
guanto questa molecola - costitutivamente presente nei granuli di Webel-Palade -
puo essere rapidamente espressa (nel giro di pochi minuti) sulla membrana delle
cellule endoteliali in seguito ad attivazione da parte di mediatori della fase acuta della
flogosi.

E-selectin, la cui espressione & gia massima dopo 4 ore, interviene in una fase
immediatamente successiva.

L'adesione stabile dei leucociti all'endotelio € mediata dalle interazioni tra le
immunoglobuline ICAM-1 e VCAM-1 espresse dalle cellule endoteliali, e leb,- e b -
integrine leucocitarie (Butcher 1991). L'interazione ICAM-1-mediata richiede la
preliminare attivazione leucocitaria, ad opera di fattori chemiotattici rilasciati dalle
circostanti cellule tessutali ed endoteliali o adesi alla superficie dell'endotelio. Inoltre,
la stessa interazione tra leucociti ed endotelio puo direttamente attivare le cellule
leucocitarie ("inside-out signalling”). L'attivazione leucocitaria determina, a sua
volta, un aumento dell'affinita di legame e dell'espressione rispettivamente delle
integrine LFA-1 e Mac-1, e lo "shedding" di L-selectin dalla superficie dei leucociti
(Kishimoto 1989).

L'espressione di ICAM-1 e VCAM-1 é piu lenta ad iniziare, ma & piu prolungata
rispetto a quella delle selectine; di qui probabilmente il ruolo piti importante di queste
molecole nelle risposte inflammatorie/allergiche croniche. Inoltre le interazioni di
ICAM-1 e VCAM-1 con i loro rispettivi recettori integrinici leucocitari, benché piu
lente ad instaurarsi, sono piu forti rispetto a quelle determinate dalle selectine.

Anche la migrazione transendoteliale (diapedesi) sembra essere mediata dalle
interazioni tra le b,- e b, -integrine leucocitarie e le immunoglobuline endoteliali.
Tuttavia, recenti studi suggeriscono che i meccanismi che regolano I'adesione dei
leucociti possano in parte differire da quelli che mediano la migrazione transendoteliale.
Cosi e stato dimostrato che il blocco delle b, -integrine leucocitarie (realizzato mediante
lI'uso di anticorpi monoclonali) ha modesto effetto inibente sulla migrazione
transendoteliale, a differenza di quanto si verifica dopo blocco delle b, integrine
leucocitarie (Ebisawa 1992); inoltre, anche I'immunoglobulina PECAM-1 sembra svol-
gere un ruolo nella migrazione dei leucociti attraverso I'endotelio (Muller 1993).

Una volta che i leucociti raggiungono lo spazio extravascolare, la migrazione
attraverso i tessuti dipende dalla loro abilita di legarsi alle proteine della matrice
extracellulare. Tale processo € mediato dalle molecole di adesione appartenenti al
sottogruppo delleb -integrine espresse dai leucociti. L'adesione dei leucociti all'epitelio
e la successiva migrazione transepiteliale €', prevalentemente, mediata dalle interazioni
tra queste cellule ed ICAM-1 sull'epitelio.

7.1. Reclutamento selettivo degli eosinofili

Gli eventi descritti responsabili della migrazione dei leucociti dal sangue nei
tessuti sede di processi flogistici, nelle linee generali, sono condivisi da tutte le
popolazioni granulocitarie.
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Studi recenti "in vitro", tuttavia, hanno messo in evidenza alcune differenze nei
"pathways" di interazione leucociti/endotelio e nei fattori che ne regolano I'espres-
sione, che potrebbero essere responsabili del reclutamento preferenziale degli eosinofili
(rispetto ai neutrofili), osservato nelle malattie allergiche.

L'attenzione é stata posta, innanzitutto, sul "pathway" di interazione VCAM-1/
VLA, il cui ruolo e stato suggerito dalle seguenti evidenze sperimentali:

- anticorpi monoclonali anti-VCAM-1 inibirono efficacemente I'adesione degli
eosinofili, in parte dei basofili, ma non dei neutrofili, a monostrati di cellule endoteliali,
stimolati con IL-1 o TNF-a (Bochner 1991, Kyan-Aung 1991);

- studi di immunofluorescenza e citofluorimetria a flusso hanno dimostrato che gli
eosinofili e i basofili, ma non i neutrofili, esprimono la molecola di adesione VLA,
(Bochner 1991). Ab monoclonali anti-VLA, inibirono I'adesione degli eosinofili e dei
basofili, ma non dei neutrofili, a monostrati di cellule endoteliali stimolati con IL-1
(Dobrina 1991);

- IL-4 é in grado di indurre selettivamente I'espressione di VCAM-1 sulle cellule
endoteliali senza influire sull'espressione di ICAM-1 ed E-selectin. L'incubazione
delle cellule endoteliali con IL-4 non modifica I'adesione dei neutrofili, ma promuove
I'adesione di eosinofili e basofili, fenomeno che é a sua volta inibito - per oltre il 70%
- da moAD sia anti-VCAM-1 che anti-VLA, (Schleimer 1992).

Anche altri "pathways" di adesione potrebbero contribuire al reclutamento selettivo
degli eosinofili;

- & stato dimostrato che gli eosinofili e basofili, ma non i neutrofili, esprimono la
integrina Act-1 (a,b,), che é in grado di interagire con VCAM-1 e con MadCAM-1,
espresse dalle cellule endoteliali;

- gli eosinofili, come i neutrofili, utilizzano L-selectin per interagire con I'endotelio
attivato in condizioni di "shear flow". L'osservazione che un moAb anti L-selectin
(LAM 1-11) era in grado di inibire I'adesione degli eosinofili ma non dei neutrofili,
suggerisce che questi due tipi cellulari possano utilizzare epitopi diversi di L-selectin
per legarsi all'endotelio (Knol 1993). E' stato dimostrato, inoltre, che IL-5 determina,
selettivamente negli eosinofili ma non nei neutrofili, una diminuita espressione di L-
selectin ed un‘aumentata espressione di Mac-1 sulla superficie cellulare (Neeley 1993);

- gli eosinofili, come i neutrofili, sono in grado di interagire con P-selectin espressa
sulle cellule endoteliali. Tuttavia, la capacita di alcuni enzimi di ridurre maggiormen-
te il "binding" dei neutrofili rispetto a quello degli eosinofili, suggerisce la presenza
di differenze nell'espressione o nella composizione biochimica dei siti di legame per
P-selectin (Wein 1994).

A differenza di quanto emerso dalle indagini in vitro, gli studi in vivo relativi
all'espressione delle molecole di adesione nella mucosa delle vie aeree nell'asma
bronchiale, non hanno consentito di confermare il ruolo preminente del pathway
VCAM-1/VLA, nel reclutamento degli eosinofili nelle sedi di flogosi allergica.

In un modello animale di asma allergico (scimmie "cynomolgus” con naturale
ipersensibilita agli estratti di Ascaris suum), Wegner e collaboratori (Wegner 1990,
Churchill 1993) hanno osservato che la preventiva somministrazione di moAb anti-
ICAM-1 attenuava l'infiltrazione eosinofila delle vie aeree e inibiva lo sviluppo
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dell'iperresponsivita bronchiale, indotte dall'inalazione dell'antigene specifico. Al
contrario, il pretrattamento con moAb anti-E-selectin era senza effetto sui due
fenomeni, mentre il moAb anti-Mac-1 riduceva i livelli di perossidasi eosinofila nel
BAL e attenuava l'iperresponsivita, ma non aveva alcuna influenza sull'afflusso degli
eosinofili. Questi dati suggeriscono che l'interazione cellulare ICAM-1-mediata
sembra avere preminente importanza per lo sviluppo della infiltrazione eosinofila
delle vie aeree.

In pecore sensibilizzate e sottoposte a challenge allergenico, Abrahm e collabora-
tori hanno dimostrato che la somministrazione di moAb anti-VCAM-1 era in grado
di prevenire la risposta broncospastica ritardata ed il successivo aumento di
responsivita delle vie aeree. Nonostante I'efficacia sui parametri funzionali il moAb
anti-VCAM-1, non era in grado di attenuare l'infiltrazione eosinofila e dei leucociti "in
toto" (Abrahm 1994).

Nell'uomo, uno studio di stimolazione bronchiale con allergene, ha dimostrato
un‘aumentata espressione sull'endotelio vascolare di ICAM-1 ed E-selectin, ma non
di VCAM-1, 6 ore dopo il challenge con I'allergene specifico. L'aumentata espressione
di ICAM-1 si correlava con I'entita dell'infiltrazione leucocitaria (cellule LFA-1*) nel
sito di challenge specifico (Montefort 1993). Altri autori, in biopsie bronchiali
prelevate 24 ore dopo I'esecuzione di un test di stimolazione endobronchiale con
allergene in pazienti atopici con asma lieve, hanno riscontrato un comportamento
variabile di VCAM-1, ICAM-1 ed E-selectin tale da non configurare una differenza
statisticamente significativa, rispetto al controllo. Tuttavia in 10 su 13 pazienti vi era
un aumento dell'espressione di VCAM-1 sull'endotelio ed il numero di eosinofili
presenti nella mucosa delle vie aeree risultava significativamente correlato con
I'intensita ed il grado di espressione sia di VCAM-1 che di ICAM-1 (Bentley 1993).

Holgate e collaboratori, in uno studio basato sulla valutazione delle forme
circolanti di molecole di adesione, hanno dimostrato un aumento di cICAM-1 e cE-
selectin, ma non cVCAM-1, nei primi tre giorni di un episodio acuto di asma. Dopo
28 giorni dall'episodio asmatico, nonostante il miglioramento clinico, non é stato
riscontrato un decremento delle suddette forme circolanti di molecole di adesione.
Questo dato potrebbe suggerire la persistenza del processo infiammatorio e cosi il
monitoraggio di questi marcatori nel sangue potrebbe essere utile per seguire
I'evoluzione delle riacutizzazioni dell'asma bronchiale (Montefort 1992a).

Gli studi di stimolazione con allergene hanno messo in evidenza, inoltre,
modificazioni delle caratteristiche fenotipiche dei granulociti ottenuti dal sangue e
dal BAL o dall'espettorato. E' stato dimostrato, infatti, un aumento di CD11b
associato ad una diminuzione di L-selectin, mentre sostanzialmente immodificata
era l'espressione di CD11a, VLA, e "sialyl-Lewis x". Tuttavia, le modificazioni
descritte sono state rilevate anche sui neutrofili, e riscontrate anche in altri tipi di
processi inflammatori, per cui non possono rendere conto della selettivita del
reclutamento degli eosinofili.

Nei pazienti con asma bronchiale atopico lieve in fase stabile, studi di im-
munoistochimica su biopsie bronchiali hanno messo in evidenza l'espressione
costitutiva di ICAM-1 ed E-selectin nella sottomucosa bronchiale, senza il riscontro
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di differenze significative con i soggetti normali di controllo (Appendice Foto 15). Al
contrario, un'aumentata espressione delle suddette molecole di adesione ¢ stata
rilevata nei pazienti affetti da asma bronchiale non atopico (Montefort 1993, Bochner
1994). Infine, non €& stata riscontrata una differenza significativa nei livelli delle forme
circolanti di molecole di adesione (cCAMS) tra pazienti asmatici cronici e soggetti
normali di controllo (Montefort 1992c).

8. Interazioni cellulari

Come descritto in precedenza, numerose linee cellulari partecipano alla realizza-
zione del processo flogistico nell'asma bronchiale, alcune con funzioni prevalente-
mente immunologiche (presentazione e riconoscimento dell'antigene; sintesi di IgE),
altre maggiormente implicate nella genesi delle alterazioni anatomiche e funzionali
e nel rimodellamento strutturale delle vie aeree.

Dall'analisi delle posizioni patogenetiche delle cellule coinvolte nella immu-
noflogosi dell'asma bronchiale & possibile individuare alcune caratteristiche che
nell'insieme concorrono a rendere complessa la patogenesi della malattia:

- ciascuna cellula, mediante la sintesi ed il rilascio di mediatori chimici e citochine,
e in grado di influenzare il proprio comportamento e quello di altre cellule, modulan-
done la produzione, il reclutamento, I'attivita metabolica, la sopravvivenza nei siti
tissutali;

- ciascuna cellula é in grado di espletare attivita biologiche differenziate, e
ciascuna modificazione strutturale e/o funzionale € il risultato della cooperazione di
piu tipi cellulari;

- lo stato infiammatorio, in rapporto alla natura dello stimolo, & in grado di
modificare le caratteristiche fenotipiche delle cellule (induzione della sintesi e/0
dell'espressione di HLA-DR e di altre molecole di adesione) consentendo loro di
svolgere funzioni non abituali in condizioni "resting" (es. presentazione dell'Ag) ed
esaltando la capacita di interazione con altri tipi cellulari.

Nella realta i diversi stipiti cellulari, comportandosi spesso sia da "target" che da
effettori, realizzano una complessa rete di comunicazione caratterizzata da interazioni
bi- e pluri-direzionali.

Mentre in alcuni casi le conoscenze sulla natura e sul ruolo che tali rapporti
intercellulari hanno nella patogenesi dell'asma bronchiale sono chiarite, piti spesso
le acquisizioni sono solo parziali per cui non si €, ancora, in grado di definirne il
potenziale rilievo patogenetico.

In questa sezione, pertanto, saranno descritti, soltanto, i rapporti tra cellule che gli
studi piu recenti hanno meglio delineato. Saranno richiamate, anche, le acquisizioni
piu suggestive relative alle possibili influenze di altre interazioni cellulari sulla
induzione, amplificazione ed automantenimento del processo infiammatorio in
corso di asma bronchiale (Figura 9).
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8.1. Interazioni mediate dai linfociti T

I linfociti T, in particolare della sottopopolazione Th,, svolgono un ruolo di
primaria importanza nell'induzione e nel coordinamento degli eventi biologici che
caratterizzano l'immunoflogosi dell'asma bronchiale.

Innanzitutto, I'interazione dei linfociti Th, con le cellule presentanti I'Ag da una
parte e con i linfociti B dall'altra, secondo le modalita gia descritte, &€ essenziale per la
sintesi delle IgE specifiche.

Oltre che in questo processo, i linfociti T svolgono un ruolo centrale nel favorire
il reclutamento e l'attivita degli eosinofili nelle sedi di flogosi allergica. Anche questa
funzione é principalmente svolta dai linfociti Th.. Queste cellule, infatti, attraverso la
secrezione di IL-3, IL-5 e GM-CSF, promuovono la differenziazione, il reclutamento,
la sopravvivenza e l'attivita funzionale degli eosinofili nelle vie aeree. IL-5, inoltre, &
in grado di aumentare la risposta chemiotattica degli eosinofili indotta da stimoli
quali PAF, LTB, e FMLP. In aggiunta, IL-4 induce I'espressione sulle cellule endoteliali
della molecola di adesione VCAM-1 contribuendo al reclutamento selettivo, VLA, -
mediato, degli eosinofili, ma non dei neutrofili, nei tessuti sedi di flogosi allergica.

I linfociti T contribuiscono al reclutamento degli eosinofili anche attraverso la
sintesi ed il rilascio di altri fattori chemiotattici (LCF, IL-2, molecola RANTES) che,
benché non dotati di attivita selettiva per gli eosinofili (agiscono anche su linfociti e
monociti), sono considerati tra i pit potenti chemoattraenti noti per questa popola-
zione cellulare.

I linfociti T, soprattutto quelli del fenotipo Th,, oltre che con gli eosinofili, sono in
grado di interagire con la maggior parte delle cellule che caratterizzano l'infiltrato
flogistico dell'asma bronchiale.

IL-3 e probabilmente anche IL-4 rappresentano fattori di crescita per le mastcellule;
GM-CSF ed IL-3 promuovono la differenziazione dei precursori dei basofili ed inoltre
IL-3 e IL-4 aumentano l'adesivita di tali cellule all'endotelio, favorendone quindi il
reclutamento. La secrezione di HRFs dai linfociti, cosi come da macrofagi e piastrine,
determina il rilascio di istamina da parte di mastociti e basofili, mediante I'interazione
con le IgE presenti sulla membrana cellulare di tali elementi.

L'interazione linfociti-macrofagi, oltre che nel contesto della risposta immunitaria,
si realizza anche attraverso la secrezione di citochine e mediatori che o aumentando
I'espressione di molecole di adesione a livello endoteliale (IL-4) o esercitando un
richiamo chemiotattico (LCF ed IL-2), contribuiscono al reclutamento nelle vie aeree
delle cellule monocito-macrofagiche durante la LAR e nelle fasi di cronicizzazione
dell'asma bronchiale. IL-4, inoltre, aumenta, nei monociti-macrofagi come in altre
linee cellulari (linfociti B e T, eosinofili, piastrine), I'espressione di membrana dei
recettori a bassa affinita per le IgE (FceRll).

Le citochine ed i fattori chemiotattici secreti dai linfociti T, oltre ad assicurare una
comunicazione con altri tipi cellulari, rappresentano un segnale per gli stessi linfociti.
IL-4, IL-2, LCF e la chemochina RANTES, infatti, sesmbrano favorire il reclutamento
dei linfociti nelle sedi di flogosi. IL-4, inoltre, rappresenta un fattore di crescita per gli
stessi linfociti Th, in cui stimola I'ulteriore secrezione di IL-4.
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Figura 9. Interazioni cellulari nell’asma bronchiale.
Adattato da J.M. Pilewski e S.M. Abelda: Adhesion Molecules in the Lung; Am. Rev.
Respir. Dis., 148: 531, 1993.

8.2. Interazioni mediate dai macrofagi

Anche i macrofagi alveolari, per la loro capacita di presentare I'antigene, di
interagire direttamente con gli allergeni e di secernere un elevato numero di citochine
e mediatori proinfiammatori, svolgono un ruolo di induzione e coordinamento dei
complessi eventi che caratterizzano I'immunoflogosi dell'asma bronchiale.

In questo contesto particolare significato assumono le interazioni che i macrofagi
realizzano con eosinofili, mastcellule-basofili, con le cellule epiteliali ed endoteliali
delle vie aeree e con i fibroblasti.

I rapporti con gli eosinofili sono mediati, non solo da fattori chemiotattici (PAF,
LTB,, C5a), anche da citochine, quali GM-CSF ed IL-8, in grado di modularne il
reclutamento e I'attivita funzionale. E' stato dimostrato, infatti, che GM-CSF aumenta
la produzione di LTC, e PAF da parte degli eosinofili. Studi in vitro hanno evidenziato,
inoltre, che IL-8 € chemiotattica, non solo per i neutrofili e i T-linfociti, ma anche per
gli eosinofili previa attivazione di questi ultimi con GM-CSF o IL-3 (Warringa 1991).

Analogamente ai linfociti, i macrofagi, tramite la secrezione di HRFs, determinano
il rilascio di istamina da parte di mastcellule e basofili.
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Di preminente importanza ¢, infine, I'azione attivante, IL-1 e TNF-a-mediata, che
i macrofagi esercitano sulle cellule endoteliali ed epiteliali.

Queste citochine, infatti, aumentano I'espressione sull'endotelio vascolare delle
molecole di adesione E-selectin, ICAM-1 e VCAM-1, coinvolte nei processi di
adesione e migrazione dei leucociti nei tessuti sedi di processi flogistici. Inoltre
stimolano le cellule endoteliali alla produzione di citochine proinfiammatorie (IL-8,
GM-CSF).

L'interazione macrofagi-epitelio bronchiale, mediata da IL-1 e TNF-a, esalta le
capacita biosintetiche delle cellule epiteliali accrescendo la produzione ed il rilascio
delle citochine IL-1, IL-6, IL-8 e GM-CSF. E' interessante sottolineare che il GM-CSF,
rilasciato dall'epitelio, stimola la produzione di IL-1 da parte dei macrofagi e IL-1, a
sua volta, stimola la secrezione di GM-CSF da parte delle cellule epiteliali; cosi
I'interazione macrofagi-cellule epiteliali pud costituire la base di un potente circuito
pro-infiammatorio.

I macrofagi, infine, attraverso la produzione di altre citochine e fattori di crescita
(TGF-b, PDGF, FGF, fibronectina), stimolano la proliferazione dei fibroblasti ed
attivano in queste cellule la secrezione di collagene, realizzando un circuito impor-
tante per i fenomeni di rimodellamento strutturale delle vie aeree.

8.3. Interazioni mediate dalle mastcellule

E' noto che le mastcellule svolgono un ruolo importante nella patogenesi delle
reazioni di tipo immediato e delle riacutizzazioni dell'asma bronchiale, attraverso la
secrezione di istamina, prostaglandine e leucotrieni.

Piu di recente é stato dimostrato che le mastcellule mucosali, anche nell'uomo,
sono in grado di secernere citochine, quali IL-4, IL-5, IL-6 e TNF-a, e ci0o ha fatto
ipotizzare che queste cellule possano svolgere una funzione importante anche nella
patogenesi della reazione asmatica ritardata e dell'asma bronchiale cronico.

Attraverso la secrezione di IL-4 ed IL-5, le mastcellule rilasciano ulteriori segnali
stimolanti il reclutamento e I'attivazione degli eosinofili nell'asma bronchiale.

Alcune evidenze sperimentali suggeriscono che i mastociti contengono quantita
significative di TNF-a preformato. L'immediato rilascio di questa citochina dopo
attivazione mastocitaria Ig-E-mediata, puo essere alla base della precoce "upregulation”
di E-selectin ed ICAM-1 sull'endotelio vascolare durante la LAR.

Infine la dimostrazione che le mastcellule sintetizzano IL-4, che viene rapidamen-
te rilasciata in seguito a stimolazione IgE-dipendente, ha fatto ipotizzare che i
mastociti possano contribuire all'induzione ed al mantenimento della differenziazione
dei linfociti Th,.

Le cellule della linea mastocitario-basofila, inoltre, sembrano in grado di fornire
entrambi i segnali richiesti per la induzione della sintesi di IgE. Si & dimostrato, infatti,
che tali cellule, oltre a secernere IL-4, esprimono sulla loro membrana il ligando per
il CD40. Il ruolo che le mastcellule hanno nella produzione delle IgE non € ancora
completamente definito; & probabile che esse siano piu importanti nell'amplificazione
che nella induzione della sintesi di queste immunoglobuline.
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8.4. Interazioni mediate dagli eosinofili

Considerati in passato soprattutto "target” dell'attivita di altre cellule ed effettori
delle alterazioni anatomo-funzionali caratteristiche dell'asma bronchiale, gli eosinofili
si sono rivelati elementi capaci di interazioni biologiche piu complesse. Mediante la
secrezione di IL-3, IL-5 e GM-CSF (oltre che di PAF) gli eosinofili sono in grado di
stimolare, con meccanismo autocrino, la propria attivita funzionale, ed inoltre di
promuovere la differenziazione, il reclutamento, la sopravvivenza nei tessuti sedi di
immunoflogosi allergica di questa linea cellulare. Inoltre, attraverso il rilascio di
TGF-b e di TGF-a, gli eosinofili sono in grado rispettivamente di stimolare la sintesi
di collageno da parte dei fibroblasti e di contribuire all'iperplasia delle cellule
epiteliali. Gli eosinofili, infine, in corso di asma bronchiale, possono andare incontro
a modificazioni fenotipiche che consentono loro, probabilmente, di svolgere anche
funzioni immunocompetenti. E' stato dimostrato, infatti, che eosinofili isolati
dall'espettorato e dal BAL, ma non dal sangue, di pazienti asmatici mostrano
un'aumentata espressione di HLA-DR, ICAM-1 ed LFA-3, aspetti suggestivi di una
potenziale loro capacita di presentare I'Ag alle cellule CD4* e di iniziare una risposta
linfocitaria antigene-dipendente.

8.5. Interazioni tra cellule residenti e cellule inflammatorie

Un aspetto interessante di recente messo in evidenza riguarda le interazioni tra le
cellule residenti (epiteliali, endoteliali e fibroblasti) e le cellule dell'infiltrato flogistico
dell'asma bronchiale.

In corso di asma bronchiale, come descritto precedentemente, le cellule epiteliali
oltre che a modificazioni di tipo regressivo, vanno incontro ad uno stato di attivazio-
ne, evidenziato da una accresciuta secrezione di citochine e da una aumentata
espressione di molecole di adesione.

Attraverso la secrezione di GM-CSF e IL-8, I'epitelio bronchiale & in grado di
esercitare un potente effetto chemiotattico sugli eosinofili e neutrofili. Inoltre, altre
sostanze sintetizzate e rilasciate dall'epitelio (PDGF, TGF-b, fibronectina, endotelina-
1) stimolano la proliferazione e I'attivita dei fibroblasti, giocando un ruolo importante
nell'ispessimento della membrana basale ed in altri fenomeni di rimodellamento
strutturale. L'aumentata espressione delle molecole di adesione HLA-DR e ICAM-1
conferisce alle cellule epiteliali la capacita di svolgere la funzione di presentazione
dell'Ag ai linfociti CD4*, evento potenzialmente importante dal momento che I'epi-
telio ¢ il primo tessuto delle vie aeree che entra in contatto con gli allergeni. Inoltre,
tramite I'aumentata espressione di ICAM-1, le cellule epiteliali bronchiali di pazienti
asmatici possono interagire con le cellule T e con altre cellule infiammatorie, in
particolare eosinofili. In un modello animale sperimentale, infatti, € stato dimostrato
che il pretrattamento con un anticorpo monoclonale anti- ICAM-1 attenuava, mar-
catamente, l'infiltrazione eosinofila nei bronchi e la iperresponsivita delle vie aeree
alla metacolina successiva all'inalazione dell'allergene specifico. ICAM-1 sull'epitelio
delle vie respiratorie potrebbe, infine, funzionare come recettore per alcuni virus (il
primo dominio di ICAM-1 & il recettore maggiore per i rhinovirus umani), che come
e noto, sono frequentemente responsabili di riacutizzazioni dell'asma bronchiale.
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Le cellule endoteliali, in seguito ad attivazione (istamina, trombina, IL-1, TNF-a,
LPS, IL-4, etc.) partecipano al reclutamento dei leucociti circolanti nei tessuti sedi di
processi inflammatori, oltre che mediante I'espressione di molecole di adesione,
anche mediante la sintesi di citochine proinfiammatorie quali IL-8 e GM-CSF.
Utilizzando "monolayers" di cellule endoteliali & stato sperimentalmente dimostrato
che IL-8 e GM-CSF, rilasciate dalle cellule endoteliali attivate, facilitano la migrazione
transendoteliale rispettivamente dei neutrofili e degli eosinofili.

Anche i miofibroblasti, cellule implicate principalmente nel rimodellamento
strutturale delle pareti delle vie aeree in corso di asma bronchiale, possono parteci-
pare all'automantenimento del processo flogistico. Tali cellule sembrano, infatti,
favorire l'infitrazione delle mastcellule, mediante la secrezione di c-Kit ligand e
fibronectina, e degli eosinofili, mediante la secrezione di GM-CSF.
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Foto 1. Biopsia bronchiale di un pazien-
te con asma atopico lieve. Si puo osser-
vare: la parziale desquamazione
dell’epitelio bronchiale, I'ispessimento
della membrana basale subepiteliale,
I'infiltrato flogistico cellulare nella
sottomucosa, I’iperplasia ghiandolare.
(EE; 100x).

Foto 3. Biopsia bronchiale di un pazien-
te con asma atopico lieve: iperplasia
delle “goblet cells” nell’epitelio. (Colora-
zione tricromica OPA - Masson modifi-
cata -; 1000x).

Foto 2. “Cluster” di cellule epiteliali
cilindriche ciliate nel BAL di un paziente
con asma atopico lieve. (EE; 1000x).

Foto 4. Biopsia bronchiale di un pazien-
te con asma atopico lieve. Dimostrazio-
ne immunoistochimica della presenza
di eosinofili attivati (EG2) (in fucsia)
al di sotto della membrana basale sub-
epiteliale. (LSAB in fosfatasi alcalina;
Substrato cromogeno: new fucsin; 400x).

Foto 5. Biopsia bronchiale di un pazien-
te con asma atopico lieve: ispessimento
della membrana basale subepiteliale con
epitelio ancora conservato. (Colorazione
tricromica OPA - Masson modificata -;
400x).
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Foto 6. Aumentata espressione del recet-
tore a bassa affinita per le IgE (CD23) sui
macrofagi alveolari di pazienti con asma
atopico lieve rispetto ai soggetti normali
(analisi in citofluorimetria).
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Foto 7. Aumentata espressione di HLA-
DR sui macrofagi alveolari di pazienti
con asma atopico lieve rispetto ai sog-
getti normali (analisi in citofluorime-
tria).

Foto 8. Dimostrazione immunoistochi-
mica della espressione di HLA-DR sulla
membrana citoplasmatica di macrofagi
alveolari (in fucsia) nel BAL di un pa-
ziente con asma atopico lieve. (LSAB in
fosfatasi alcalina; Substrato cromogeno:
new fucsin; 1000x).

Foto 9. Aumentata espressione del recet-
tore per I’acido ialuronico (CD44), sui
macrofagi alveolari di pazienti con asma
atopico lieve rispetto ai soggetti norma-
li (analisi in citofluorimetria).

Foto 10. Dimostrazione immunoistochi-
mica della espressione del recettore per
I'acido ialuronico (CD44) sulla membra-
na citoplasmatica di macrofagi alveolari
(in fucsia) nel BAL di un paziente con
asma atopico lieve. (LSAB in fosfatasi
alcalina; Substrato cromogeno: new
fucsin; 1000x).

Foto 11. Dimostrazione immunoistochi-
mica della presenza di eosinofili attivati
EG2* (in fucsia) nel BAL di un paziente
con asma atopico lieve.

(LSAB in fosfatasi alcalina; Substrato
cromogeno: new fucsin; 1000x).
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Foto 12. Dimostrazione immunoistochi-
mica della presenza di eosinofili attiva-
ti e “resting” EG1* (in fucsia) nel BAL di
un paziente con asma atopico lieve.
(LSAB in fosfatasi alcalina; Substrato
cromogeno: new fucsin; 1000x).

Foto 13. Dimostrazione immunoistochi-
mica della espressione della catena a4
della 1 integrina VLA4 sulla membra-
na citoplasmatica degli eosinofili (in
fucsia) nel BAL di un paziente con asma
atopico lieve. (LSAB in fosfatasi alca-
lina; Substrato cromogeno: new fucsin;
1000x).

Foto 14. Dimostrazione immunoistochi-
mica della espressione della catena
(CD18) delle p2-integrine sulla mem-
brana citoplasmatica degli eosinofili (in
fucsia) nel BAL di un paziente con asma
atopico lieve. (LSAB in fosfatasi alcali-
na; Substrato cromogeno: new fucsin;
1000x).
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Foto 15. Biopsia bronchiale di un pazien-
te con asma atopico lieve. Dimostrazio-
ne immunoistochimica della espressione
di ICAM-1 (CD54) sull’endotelio (in
fucsia). (LSAB in fosfatasi alcalina;
Substrato cromogeno: new fucsin; 1000x).
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Elenco abbreviazioni e sigle

15-HETE: acido 15-idrossieicosatetraenoico

AAGPG: 1-acil-2-acetil-sn-glicero-3-fosfocolina

APC: antigen presenting cell (cellula presentante I'antigene)
ASM: airways smooth muscle (muscolatura liscia delle vie aeree)
BAL: bronchoalveolar lavage (lavaggio broncoalveolare)

CGREP: calcitonin gene related peptide (peptide correlato al gene della calcitonina)
DAG: diacilglicerolo

EAF: eosinophil activating factor (fattore di attivazione eosinofila)
EAR: early asthmatic response (reazione asmatica precoce)

ECP: eosinophil cationic protein (proteina cationica eosinofila)
EDN: eosinophil-derived neurotoxin (neurotossina eosinofila)
EGF: epithelial growth factor (fattore di crescita epiteliale)

ELAM: endothelial-leukocyte adhesion molecule (molecola di adesione endotelio-
leuciti)

EpDRF: epithelium-derived relaxing factor (fattore di rilasciamento di derivazione
epiteliale)

EPO: eosinophil peroxidase (perossidasi eosinofila)
ET: endotelina

FcaR: recettore per il frammento Fc delle IgA

FcgR: recettore per il frammento Fc delle 19G

FceR: recettore per il frammento Fc delle IgE

FGF: fibroblast growth factor

FMLP: formil-metionil-leucil-fenilalanina
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GAP: GTPase-activating protein (proteina attivante la GTPasi)
GCGF: granulocyte colony growth factor (fattore di crescita delle colonie granulocitarie)

GCSF: granulocyte colony stimulating factor (fattore stimolante la formazione di
colonie granulocitarie)

GM-CSF: granulocyte-macrophage colony stimulating factor (fattore stimolante la
formazione di colonie granulocito-macrofagiche)

GMP-140: granule-membrane protein (glicoproteina di membrana del peso molecolare
di 140kDa)

HLA-DR: gruppo DR del segmento di DNA nel complesso maggiore di
istocompatibilita umano contenente i geni codificanti per le molecole di
istocompatibilita di classe Il

HRF: histamine releasing factor (fattore promuovente il rilascio di istamina)
ICAM: molecola di adesione intercellulare

IFN: interferone

IL: interleuchina

IL-2R: recettore per IL-2

IP: inositolo-fosfato

LAR: late asthmatic rsponse (reazione asmatica ritardata)

LCF: lymphocyte chemotactic factor (fattore chemiotattico linfocitario)

LECAM: lectin adhesion molecule (molecola di adesione della famiglia delle lectine)

LEU-CAMs: leukocyte cell adhesion molecules (molecole di adesione delle cellule
leucocitarie)

LFA-1: lymphocyte function antigen-1 (antigene-1 associato alla funzione dei linfociti)
LPS: lipopolisaccaride

LT: leucotriene

MAC-1: sigla del monoclonale che identifica una integrina di superficie

MAPK: mitogen activated protein kinase (proteina kinasi attivata da mitogeni)
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MBP: major basic protein (proteina basica maggiore eosinofila)

MCAF: macrophage chemoattractant and activating factor (fattore per la chemiotassi
ed attivazione macrofagica)

MCP: monocyte chemotactic protein (proteina chemiotattica monocitaria)
MHC: major histocompatibility complex (complesso maggiore di istocompatibilita)

MIP: macrophage inflammatory protein (proteina inflammatoria di derivazione
macrofagica)

MMS: macrophage monocyte-derived mucus secretagogue (muco-secretagogo di
derivazione monocito/macrofagica)

moAb: monoclonal antibody (anticorpo monoclonale)

MPO: myeloperoxidase (mieloperossidasi)

NANC: nonadrenergic-noncholinergic (sistema non-adrenergico/non-colinergico)
NCS: sodio nedocromile

NGF: nerve growth factor (fattore di crescita nervoso)

NK: linfocita "Natural Kkiller"

NKA: neurochinina A

NKB: neurochinina B

NO: nitric oxyde (monossido di azoto, od ossido nitrico)

PADGEM: platelet activation-dependent granule external membrane protein (prote-
ina granulare piastrinica ad espressione di superficie attivazione-dipendente)

PAF: platelet activating factor (fattore di attivazione piastrinica)
PDGF: platelet-derived growth factor (fattore di crescita di derivazione piastrinica)

PECAM: platelet-endothelial cell adhesion molecule (molecola coinvolta nell'adesio-
ne piastrine-endotelio)

PGE,: prostaglandina E,
Pl 3K: fosfatidilinositolo 3-kinasi

PK-A: protein-kinase A (protein-kinasi A)
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PK-C: protein-kinase C (protein-kinasi C)

PLC: phospholipase-C (fosfolipasi C)

RTK: recettore(i) con attivita tirosino-chinasica intrinseca
SCF: stem cell factor (fattore stimolante le cellule staminali)
SP: sostanza P

TBPS: test di provocazione bronchiale specifico

TGF: transforming growth factor

TNF: tumor necrosis factor

Tx: trombossano

VCAM: vascular cell adhesion molecule (molecola di adesione cellulare espressa
sull'endotelio)

VIP: vasoactive intestinal peptide (peptide vasoattivo intestinale)
VLA: very late antigen

VNR: vitronectin receptor (recettore per la vitronectina)
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