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La misura dell’ossido nitrico espirato:
applicazioni cliniche

Measurement of exhaled nitric oxide: clinical applications

Mario Barreto, Anna Prete, Maria Pia Villa
UOC di Pediatria, Ospedale Sant’Andrea, Dipartimento NESMOS, Facolta di Medicina e
Psicologia, Universita “Sapienza”, Roma

Corrispondenza: Mario Barreto email: mario.barreto@uniromat.it

Riassunto: La concentrazione frazionale di ossido nitrico nell’aria espirata (FE ) rispecchia il grado
d’infiamma-zione delle vie aeree, in particolare quella eosinofilica e, poiché non invasiva, la sua misurazione &
utile nell'in-quadramento clinico del bambino con sintomi respiratori ricorrenti. L’elevata sensibilita del FE a
vari stimoli, in particolare a quelli allergenici o infettivi, cosi come alla terapia antiinfiammatoria, lo rendono
particolarmente utile nel monitoraggio del bambino asmatico con fenotipo eosinofilico. Nonostante siano
stati proposti valori soglia di FE_, indicativi di presenza/assenza di inflammazione, la grande variabilita della
misura impone cautela nell'interpretazione dei risultati ottenuti dal singolo paziente. Il FE, utilizzato come
complemento ai criteri clinici e funzionali, offre la possibilita di ottimizzare la gestione del bambino asmatico.
Ulteriori studi sono ne-cessari per stabilire I'utilita del biomarker in altre patologie respiratorie.

Parole chiave: Ossido nitrico espirato, inflammazione delle vie aeree, asma, atopia, bambini.

Summary: The fractional concentration of exhaled nitric oxide (FE ) reflects the degree of airway
inflammation, especially that eosinophilic. Since non-invasive, its measurement is useful for clinical assessment
of children with recurrent respiratory symptoms. The high sensitivity of FE to various stimuli, in particular
those allergenic or infectious, as well as to anti-inflammatory therapy, make it particularly useful in monitoring
the asthmatic child with eosinophilic phenotype. Although FE_, threshold values as indicative of the

presence/absence of inflam-mation have been proposed, the great variability of its measurement requires
caution in interpreting the results obtained from the single patient. FE_ , used as a complement to clinical and

NO?
functional criteria, could optimize the asthmatic child’s management. Further studies are needed to determine

INTRODUZIONE

L’ossido nitrico (NO) & un radicale libero essenziale per diverse funzioni organiche, quali la
broncodilatazione, la vasodilatazione, la neurotrasmissione e I'immunita (1). La presenza del
NO contribuisce al normale funzionamento dell’apparato respiratorio e la concentrazione fra-
zionale di esso nell’aria espirata (FE_) ¢ influenzata da diversi processi patologici e, per que-
sto, la sua quantificazione ha destato un notevole interesse scientifico nelle ultime decadi.

La produzione di NO deriva dall’ossidazione dell’L-arginina mediante I’attivita enzimatica del-
le ossido-nitrico-sintetasi, di cui due costitutive (endoteliale: eNOs e neuronale: nNOs), e una
inducibile (iNOs), localizzata nell’epitelio delle vie aeree, ma anche in cellule endoteliali del
muscolo liscio, dei neutrofili e dei macrofagi. Gli enzimi costitutivi possono essere stimolati
da vari mediatori, ad esempio acetilcolina, bradichinina, istamina e leucotrieni. L’attivita della
nNOs nelle fibre non-adrenergiche e non colinergiche permette il rilasciamento della musco-
latura bronchiale prevenendone l'ostruzione (1). A differenza degli enzimi costitutivi, la iNOs
e stimolata da numerosi fattori quali tossine, allergeni ed infezioni. La sua attivita e, pertanto,
legata all’azione di mediatori e di cellule infiammatorie, in particolare di quelle eosinofile.
L’eccesso di produzione di NO porta ad un accumulo di derivati quale il perossinitrito, mole-
cola ossidante in grado di potenziare I'infiammazione (1). La concentrazione di NO, presente
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nello spazio endobronchiale, rappresenta un equilibrio dinamico tra il tasso di diffusione del
radicale attraverso l’epitelio delle vie aeree verso il lume e il suo tasso di riassorbimento da
parte dei capillari alveolari. Le concentrazioni misurate alla bocca, ossia il FE,, dipendono
dal flusso espiratorio: a flussi bassi predominano le forze diffusive (dai bronchi al lume e dal
lume agli alveoli), a flussi alti predominano le forze convettive. A maggior flusso espiratorio,
corrisponde un aumento della diluizione endobronchiale dell’NO, per effetto delle basse con-
centrazioni di NO alveolare (2).

LA MISURAZIONE DEL FE, |

Sulla base delle precedenti considerazioni, la misurazione del FE richiede un flusso espirato-
rio costante, idealmente 50 ml/s, immediatamente dopo un’inspirazione a capacita polmonare
totale.

E necessaria, inoltre, una pressione espiratoria costante di almeno 5 cmH_O per chiudere il
palato molle ed evitare la contaminazione da parte dell’aria proveniente dal naso, molto piu
ricca di NO (2). Tali manovre espiratorie singole possono essere eseguite dalla maggior parte
dei bambini di eta superiore ai 6 anni; idealmente, le manovre espiratorie di circa 4 secondi,
con un plateau di almeno 2 secondi, sono sufficienti per 'analisi in tempo reale da parte di
strumenti a chemioluminescenza o elettrochimici (2). In pazienti meno collaboranti é stato
proposto I'utilizzo di resistori, al fine di ridurre la variabilita del flusso espiratorio intorno al
valore di 50 ml/s.

La misurazione del FE_ off-line prevede manovre espiratorie singole, come sopra descritto,
campionando il gas espirato in sacche di materiale non reattivo per la successiva analisi in
laboratorio (3). Nei lattanti sono descritte misurazione del FE_ a volume corrente o durante
manovre passive di funzionalita respiratoria, di uso non routinario (2).

La misurazione standard del FE,, mediante espirazione singola al flusso di 50 ml/s e pressio-
ne >5 cmH, O, puo essere ripetuta a intervalli non inferiori a 1 minuto e i livelli di FE ottenu-
ti, idealmente da 3 misurazioni, non devono differire tra loro di oltre il 10% (2). Misurazioni
seriali a diversi flussi, ad esempio 50, 150 e 250 ml/s, possono essere utilizzate per calcolare
il flusso massimo di NO dalle vie aeree (J’awNO) e la concentrazione di NO a livello alveolare
(CaNO) mediante varie tecniche analitiche (2, 4). Sebbene elevati livelli di CaNO siano stati
associati a morbilita e mancato controllo dell’asma (4), esso risulta difficilmente applicabile
nella pratica clinica, considerate la complessita della sua misurazione e I'alto grado di coope-
razione che le manovre richiedono. La misurazione del FE_ a flusso standard (50 ml/s) resta
senz’altro la piu semplice da eseguire nella pratica clinica. Le misurazioni del FE, richiedono
condizioni di riposo, poiché I'attivita fisica o la precedente esecuzione di test di funzionalita re-
spiratoria, come spirometria e misurazione delle pressioni massimali, alterano notevolmente
le misure (5). L’attendibilita delle misurazioni dipende, inoltre, dalle condizioni ambientali del
laboratorio, dalla qualita delle manovre, dal tipo di apparecchiature e dal loro corretto utilizzo
(2).

I valori del FE, possono essere influenzati da numerosi fattori quali I'eta, il genere, I'etnia, la
presenza di infezioni respiratorie e 'atopia, in particolare durante I'esposizione all’allergene,
al fumo di sigaretta e/o ad altri inquinanti ambientali, o dopo l'ingestione di alimenti ricchi
di nitrati (2, 6). Elevati valori di FE,, si trovano nei bambini atopici sensibilizzati ad allergeni
indoor, quale I'acaro della polvere (77). L’atopia, in particolar modo se associata a eosinofilia
tissutale o ematica (8), determina uno spiccato innalzamento dell’NO, il che suggerisce uno
stato di infiammazione in atto durante 1’esposizione all’allergene.

POTENZIALIAPPLICAZIONI CLINICHE

Le indicazioni cliniche alla misurazione del FE_  sono state definite nelle linee guida della
American Thoracic Society (6) e sono le seguenti:

Pneumologia Pediatrica n. 16 73



« inquadramento eziologico dei sintomi respiratori;

« identificazione del fenotipo eosinofilico dell’asma;

- stima della risposta ai farmaci anti-inflammatori, in particolare ai corticosteroidi per via
inalatoria;

« rilevazione di un valore basale di FE_ durante la stabilita clinica, utile per il successivo
monitoraggio dell’asma persistente;

 indicazione della necessita di modifica della terapia anti-infiammatoria: incremento
(step up), riduzione (step down) e sospensione;

 valutazione dell’aderenza ai farmaci anti-infiammatori;

« stima dell'influenza dello stato infiammatorio sullo scarso controllo dell’asma, in pre-
senza di altri fattori, quali la rinosinusite, il reflusso gastroesofageo, I’ansia, I’obesita e la
persistente esposizione all’allergene.

FE,  nella diagnosi di asma

La diagnosi di asma € clinica e mentre i test di funzionalita respiratoria supportano tale dia-
gnosi, documentando la pervieta delle vie aeree e il loro grado di reattivita (la broncoreversi-
bilita e la broncoprovocazione), la misurazione del FE, puo valutarne I'infiammazione, specie
di tipo eosinofilico, mentre appare poco utile nella diagnosi di altri fenotipi di asma. Tuttavia,
i valori “normali” ottenuti da popolazioni sane sono molto variabili; pertanto si preferisce uti-
lizzare valori soglia piuttosto che valori di riferimento. Nei bambini, valori di FE al di sotto
di 20 ppb, suggeriscono che la presenza di infiammazione eosinofilica delle vie aeree e poco
probabile; per contro, valori al di sopra di 35 ppb sono fortemente suggestivi di tale infliamma-
zione, mentre valori intermedi (25-35 ppb) vanno interpretati con cautela. E da notare, inoltre,
che valori al di sotto di 20 ppb possono essere rilevati in soggetti asmatici ed atopici con un
buon controllo clinico (in terapia anti-infiammatoria, in particolare quella steroidea) oppure
in assenza di esposizione all’allergene. E utile sottolineare che valori di FE_, >35 ppb sono
comuni nel bambino asmatico atopico libero da terapia antiinflammatoria in corso di stimolo
allergenico (6, 8), ma non sono infrequenti nell’atopico non asmatico. Bisogna ricordare, inol-
tre, cheilivelli di FE  non sono sempre associati alla presenza/assenza di sintomi, pertanto la
loro interpretazione deve essere legata all'insieme di dati clinici e funzionali del paziente. Una
recente metanalisi su 25 studi, di cui 4 pediatrici, che includeva 3983 soggetti, ha dimostrato
l'utilita di questo biomarker nel supporto diagnostico dell’asma, con una sensibilita del 72%
e una specificita del 78% nella popolazione totale, e con un diagnostic odds ratio (DOR) del
15.9%. I valori dei DOR risalivano al 21.4% nei soggetti con asma non trattato e al 31.4% in
quelli con tosse cronica, se si eseguiva un’analisi per sottogruppi (9).

FE,  erisposta alla terapia antinfiammatoria

Un’importante utilita del FE, deriva dalla stretta relazione che esiste tra infammazione eosi-
nofilica delle vie aeree e risposta alla terapia corticosteroidea. Diversi studi hanno dimostrato
come elevati valori di FE_ hanno un maggior valore predittivo della risposta agli steroidi
rispetto alle misurazioni di funzionalita respiratoria, quali i valori spirometrici basali, le varia-
zioni del PEF, la risposta bronchiale al beta_-agonista e la broncoreattivita alla metacolina (6).
Per contro, i pazienti asmatici con valori di FE persistentemente bassi o “normali”, hanno
probabilmente un fenotipo diverso, ad esempio di tipo neutrofilico, e potrebbero giovarsi di
altre terapie come gli anti-leucotrieni (6). Altri aspetti che riguardano I'utilita clinica di valori
soglia alti (>35 ppb) o bassi (<20 ppb), sono sostenuti da studi che, utilizzando simili valori
soglia, hanno evidenziato una relazione tra alti valori di FE_ e aumentato rischio di esacer-
bazione dell’asma (6, 10). Valori elevati di FE_, in pazienti in terapia corticosteroidea, sono
indice di scarsa aderenza alla terapia oppure di tecniche inalatorie inadeguate (6). Comunque,
alcuni pazienti con buon controllo terapeutico possono mantenere elevati valori di FE,, per
I'influenza di molteplici fattori oltre all'inflammazione eosinofilica e/o alla spiccata azione di
sintetasi costitutive, resistenti ai farmaci antiinfiammatori (6). Per contro, bassi valori di FE,
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nel soggetto asmatico suggeriscono un adeguato controllo clinico e la possibilita di ridurre il
dosaggio dei corticosteroidi (11). Poiché la maggior parte di questi studi sono stati eseguiti in
pazienti con asma lieve o moderata, I’applicabilita di simili valori soglia non appare appropria-
ta per i soggetti con asma grave.

FE, , e risposta bronchiale all’esercizio fisico

Un altro particolare aspetto, che riguarda i pazienti asmatici in eta pediatrica, € I'utilita del
FE_, come predittivo della exercise-induced bronchoconstriction (EIB). Poiché un’eccessiva
risposta bronchiale all’esercizio fisico riflette un mancato controllo dell’asma, la misurazione
del FE che, a differenza del test da sforzo puo essere ripetuta in ogni controllo, potrebbe
essere utile non solo per il follow up della malattia, ma anche per mettere in atto misure pre-
ventive, consentendo cosi al bambino una normale partecipazione alle attivita sportive. Alcuni
studi supportano I'utilita del FE, nel discriminare soggetti con normale risposta bronchiale
all’esercizio fisico da quelli con EIB, purche si tenga conto dei fattori che ne influenzano la mi-
surazione come I’atopia e la terapia corticosteroidea. Tali studi hanno evidenziato che valori di
FE, inferiori a 20-25 ppb in pazienti non trattati e a 12-16 ppb in pazienti in terapia steroidea,
presentano un elevato valore predittivo negativo per la presenza di EIB (NPV 75-100%). Non
vi sono, invece, evidenze certe sul valore predittivo positivo del FE_ elevato (12). I valori di
FE_, tendono a diminuire durante la risposta bronchiale all’esercizio fisico. Tale diminuzione
non e strettamente correlata al grado di ostruzione bronchiale, e questo fa supporre che la
caduta post-esercizio dei livelli di FE sia dovuta a meccanismi inibitori neuronali piuttosto
che alla riduzione della superficie dell’epitelio delle vie aeree conseguente all’ostruzione (13).
L’analisi delle frazioni prossimali e distali del’'NO nelle vie aeree (J’awNO e CaNO), utilizzata
in recenti studi, potrebbe migliorare la comprensione dei meccanismi di scambio dinamico
dell’NO nelle vie aeree ed identificare i soggetti a rischio di EIB (12).

FE, e monitoraggio dell’asma

Le misurazioni seriate del FE_  durante il percorso terapeutico del singolo paziente hanno
un potenziale vantaggio clinico rispetto alle misurazioni isolate. Non € ancora ben stabilito di
quanto ilivelli di FE, dovrebbero variare per avere un significato clinico. Sarebbe, comunque,
ragionevole utilizzare il personal best nel controllo del singolo individuo dal momento che
esiste un’ampia variabilita individuale (14), anche se tali variazioni devono comunque consi-
derarsi in funzione dei valori soglia della clinica e della terapia in corso. Abbiamo rilevato che
nei bambini asmatici non trattati con steroidi per via inalatoria, durante un soggiorno in mon-
tagna, la variazione del FE_ ripetuto a distanza di 7 giorni (coefficiente di ripetibilita, 2 SD)
era molto superiore rispetto a quella dei pazienti trattati (20.8 vs 3.0 ppb); tuttavia i loro livelli
massimi si sono mantenuti vicini alla soglia di 35 ppb e non sono comparsi sintomi respiratori
(15). Bassi valori di FE possono autorizzare la riduzione o addirittura la sospensione della
terapia steroidea e, a conferma di cio, in uno studio su bambini con asma stabile non si sono
verificate ricadute dopo la sospensione della terapia ed i valori di FE,, si sono mantenuti al
di sotto di 22 ppb per 2-4 settimane (11). Mentre le variazioni del FE_ entro i valori soglia
corrispondono a un buon controllo dell’asma, I'interpretazione dell’incremento oltre i valori
soglia, che suggerirebbe una transizione da buon controllo a perdita di controllo della malat-
tia, € ancora controversa. Alcuni studi suggeriscono che tale incremento dovrebbe raggiungere
il 40-50% del valore soglia con variazioni, in taluni casi, di oltre il 140% (6). Nonostante cio,
nei bambini si considera significativo un incremento del FE, di almeno il 20% oltre il valore
soglia di 20 ppb (6).

FE, e gestione terapeutica dellasma

Diversi studi hanno esaminato il potenziale ruolo del FE nella guida alla terapia dell’asma in
pazienti pediatrici e, a tale scopo, sono stati valutati vari indicatori di controllo dell’asma, quali
I'utilizzo di farmaci, il numero e il tipo di esacerbazioni, gli eventi avversi, il declino del FEV , i
punteggi clinici per il controllo della malattia e della qualita di vita, 'assenteismo scolastico e
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altri. Le due piu recenti revisioni sistematiche hanno rilevato che la terapia guidata dai livelli
di FE, tende a ridurre le esacerbazioni (16, 17) ma anche ad incrementare I'utilizzo di medica-
menti (16), sebbene per nessuno di questi indicatori si sia raggiunta la significativita statistica.
Le revisioni sistematiche concordano pertanto sulla difficolta di interpretazione dei risultati
ottenuti, probabilmente per eccessive differenze metodologiche e per i diversi algoritmi utiliz-
zati (6, 16, 17).
Utilita clinica del FE,, in condizioni cliniche diverse dall'asma
Negli ultimi anni il FE, ¢ stato valutato in condizioni cliniche diverse dall’asma. Alti livelli del
biomarker sono stati rilevati in pazienti con bronchiolite obliterante (18, 19), particolarmente
in corso di malattia instabile (18), mentre bassi livelli sono stati rilevati in pazienti con pol-
monite, bronchiectasie e tubercolosi (19). La ricorrenza delle polmoniti in bambini asmatici
¢ stata associata a bassi valori di FE,,, suggerendo in tali pazienti un’infiammazione neutro-
filica, anziché eosinofilica (20). Nei pazienti con bronchiectasie secondarie a fibrosi cistica o
a discinesia ciliare primitiva, i livelli di FE,, risultano ancora piu bassi rispetto a quelli che
si rilevano nei pazienti con bronchiectasie associate ad altre condizioni cliniche (21). Questa
differenza suggerirebbe l'utilita del FE nell'indagine eziopatogenetica delle bronchiectasie,
in aggiunta alla ben riconosciuta utilita della misurazione del’NO nasale nell'inquadramento
diagnostico della discinesia ciliare primitiva (21, 22).
Nella fibrosi cistica i ridotti livelli di FE,, sono stati attribuiti a vari fattori quali:

« minore produzione di NO da parte delle NOs inducibile e costitutiva;

« inibizione competitiva delle NOs mediata dalla dimetilarginina asimmetrica;

« aumento del catabolismo dell’NO;

« effetto barriera delle secrezioni e ridotta superficie epiteliale conseguente all’ostruzione

bronchiale (21).

Sebbene in questi pazienti sia stata dimostrata una ulteriore riduzione del FE_ dopo terapia
corticosteroidea e un aumento dopo terapia antibiotica, non risulta ancora ben definito il ruolo
di questo biomarker nel loro monitoraggio clinico (21).
In aggiunta alle precedenti patologie, si rilevano bassi livelli di FE_ anche nellipertensione
polmonare e nella displasia broncopolmonare (21). Nei bambini in eta scolare con broncodi-
splasia, che spesso presentano sintomi molto simili all’asma, bassi livelli di FE, j e una man-
cata broncorisposta al beta-2 agonista si mostrano complementari nel loro inquadramento
diagnostico (23). Nonostante la numerosita degli studi sul FE_, in diverse condizioni cliniche,
non esiste, al momento, un consenso sul suo utilizzo clinico nella diagnosi e nel monitoraggio
delle patologie polmonari diverse dall’asma.
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