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I monossido d'azoto, NO, anche nofo come ossido nitrico e un radi-

cale libero biafomico gassoso dalla breve emivita. Fino agli anni ‘80

e sfafo considerato unicamente un inquinanfe ambientale presente
nel fumo di sigaretta e nello smog, responsabile del danneggiamento
dello sfrato di ozono.' Nel 1987 & sfata dimostrata I'analogia funzio-
nale tra NO e il fattore di rilascio endotelio-derivato (EDFR)? respon-
sabile della vasodilatazione da rilassamento della muscolatfura liscia
affraverso la formazione di guanosin-monofosfato ciclico (cGMP). Nel
1998 [l'elevata rilevanza scientifica di tali sfudi ha determinato 'as-
segnazione del premio Nobel agli aufori pionieri (Ignarro, Furchgott e
Murad) di questa linea di ricerca.

In ambifo pneumologico un sempre crescente inferesse si & generato
negli anni "90, favorendo lo sviluppo di due grandi linee di ricerca:
la prima ha evidenziato la presenza di ossido nifrico nell'esalato di
soggefti normali e, in misura maggiore, negli asmatici;** la seconda
ha dimostrato ['attivita di NO come neurotrasmettitore e modulatore del
tono broncomotore.®>” Successivamente si € compreso che alla base
di queste due risposte, tra loro separate, risiedono differenti affivita di
due isoforme dell’enzima NO sintefasi.®

Sintesi dell’ossido nitrico

Nel polmone l'ossido nifrico & prodotto da diversi fipi cellulari come
cellule epiteliali, vascolari endoteliali, infiammatorie e nervose. L'en-
zima responsabile della sinfesi & 'ossido nitrico sintetasi (NOS) che
catalizza I'ossidazione dell'aminoacido L-arginina (Fig. 1).

Esistono due isoforme funzionali di tale enzima: una forma inducibi-
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Figura 1. Rappresentazione dei meccanismi di sintesi dell’ossido nitrico (NO) nelle vie aeree.
Laftivita dell'isoforma costitutiva della NOS (¢NOS) ¢ indotta da un‘aumentata concentrazione di
calcio (Ca?*) intracellulare che segue a un processo di agonismo recefforiale (receffore bradichinina e
muscarinico). L'espressione dell'isoforma inducibile (iNOS) & indotta da citochine pro-infiammatorie,
quali IL-4, IL-13 e IFN-y. Quest'ultimo puo favorire un‘espressione costitutiva dell'iNOS che &
responsabile della produzione del 90% circa di NO esalato. Parfe dell’ossido nitrico prodotto
dall'iNOS, reagendo con le specie reattive dell‘ossigeno prodotte da cellule immunitarie (macrofagi e
neutrofili) presenti nelle vie aeree, causa stress nitrosativo che si fraduce con danno cellulare, alterata
funzionalita protfeica e iper-reattivita delle vie aeree. L'amminoacido L-arginina & frasportato all’interno
della cellula epiteliale, dove viene utilizzato come substrato dagli enzimi NOS.

le (iNOS) ed una costitutivamente espressa (cNOS) della quale
si possono ulteriormente distinguere la NOS-neuronale (NNOS o
NOS-1) e la NOS-endoteliale (eNOS o NOS-3).° Queste ultime, af-
traverso un meccanismo Ca?* dipendente, producono bassi livelli
di NO (range di femto- o pico-moli) che prende parte a imporfanti
processi fisiologici quali sviluppo polmonare, rilassamento delle
cellule della muscolatura liscia, motilita ciliare e protezione dei
bronchi da stimoli broncocostrittori.
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La forma iNOS ¢ sintetizzata dalle cellule in risposta a rilascio di ci-
tochine (IL-1B, IFN-y e TNF-a) indotto da stimoli infiammatori o in-
fettivi e, affraverso un processo Ca?* indipendente, produce quantita
nanomolari (10°) di NO, che media meccanismi di difesa tipici delle
malattie caratterizzate da uno sfato infiammatorio cronico.

Recentemente & stato dimostrato in vifro che I'espressione di INOS
puo essere indotta dall'interleuchina 13 (IL-13), una delle citochine
pro-infiammatorie maggiormente responsabili della risposta immuni-
taria mediata dai linfociti T helper di fipo 2 (Th2).'° Inolfre, iNOS & il
maggior responsabile della concentrazione frazionale di NO misura-
bile nell’aria esalata dai pazienti (FeNO),'"'2 e la sua affivita & ridotta
dai corticosteroidi.

Un alfro fattore che puo influenzare la sintesi di NO da parte delle NOS &
rappresentato dall'enzima arginasi 2, che catalizza la conversione del-
la L-arginina in ornitina e urea, passaggi necessari per la sintesi delle
poliammine, riducendo quindi la disponibilita di substrato alle NOS.

FeNO in asma con fenotipo T2 high

La concentrazione frazionale di ossido nitrico nell’aria esalata (FeNO)
¢ un indicatore di infiammazione delle vie aeree.'

Diversi sfudi hanno dimostrato la correlazione esistente tra elevati li-
velli di FeNO e alte concentrazioni di eosinofili nel sangue, nell’espetto-
rato, nelle biopsie bronchiali e nel liquido di lavaggio broncoalveolare
di pazienti asmatici.''s Nel 2016 Malinovschi ef al hanno inolire di-
mostrato che i pazienti asmatici con alti livelli di FeNO (=20-25 ppb)
e alte confe di eosinofili nel sangue (=300 cell/uL) potevano essere
maggiormente soggetti a iper-reaftivita bronchiale e avere forme di
asma non controllato.'

Inizialmente, il FeNO era stato associato all‘asma allergica nell‘adul-
to,'” evidenza supportata da successivi studi che avevano mostrato
una positiva correlazione tra livelli di FeNO, eosinafilia sistemica e
livelli di IgE sieriche in bambini con asma allergica.'®

Studi recenti hanno riportato che in soggefti asmatici elevati livelli di
FeNO ed alfe concentrazioni sistemiche di eosinofili o di un marker
di infiammazione eosinofilica erano tra loro associati, e favorivano
una diminuita funzionalitd polmonare e un maggior rischio di avere
esacerbazioni. 920
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Attualmente i due principali gruppi di fenotipi di asma sono identificati
sulla base del profilo infiammatorio e sono indicati come *T2 high”
e “T2 low”.2" Il primo & caratterizzato da una infiammazione di tipo
eosinofilico, il secondo da un infilirato cellulare neutrofilico o paucigra-
nulocitico (assenza della componente neutrofilica ed eosinofilica).??

Unitamente alle evidenze riportate in letteratura, la dimostrazione che il
FeNO misurafo nei pazienti asmatici deriva quasi totalmente dall’affivi-
ta dell'isoforma iNOS nell’epitelio bronchiale e che I'espressione della
stessa e fortemente modulata da IL-13 hanno portato a considerare
il FeNO come un imporfante marcafore della risposta immunitaria di
fipo 2, classicamente associata a eosinofilia bronchiale.'©2® Ad oggi
il FeNO (>30 ppb) ¢ incluso, insieme ad alfi livelli di eosinofili nel
sangue (>300 cell/ul), alti livelli di IgE (>100 KUI/I) e atopia nei criteri
per la definizione di asma T2 high (Fig. 2).

FENO | /NFeNO = T2 high: 1) Asma allergico
2) Asma eosinofilico refrattario
O A 3) Asma eosinofilico non atopico
4) Asma in riacutizzazione

L FeNO = T2 low: 1) Asma neutrofilico

2) Asma paucigranulocitico
3) Asma associato a obesita
4) Asma da fumo

Effetto dei farmaci biologici

dupilumab—> ‘FeNO

omalizumab—> | FeNO

mepolizumab e benralizumab—> @ FeNO

Figura 2. Livelli di FeNO associati a diversi fenotipi asmatici.

1FeNO: concentrazioni di FeNO >30 ppb (caratteristiche di fenofipo T2 high); |FeNO: concentrazioni
di FeNO <20 ppb (caratteristiche di fenotipo T2 low). Effetto dei farmaci biologici. Dupilumab &

in grado di ridurre marcatamente i livelli di FeNO; omalizumab riduce i valori di FeNO, ma non in
maniera marcata; mepolizumab e benralizumab non hanno effetti sul FeNO.

Per quanto riguarda la risposta ai corticosteroidi inalatori (ICS), questa
e altamente variabile e dipendente dal fenotipo asmatico preso in con-
siderazione. In generale, gli asmatici caratterizzati da un fenotipo T2
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high risultano essere piu sensibili alla ferapia steroidea, a differenza
dei T2 low. Di conseguenza, I'uso del FeNO come bio-marcatore di
infiammazione di fipo T2, insieme ad alfri biomarcatori, potrebbe rive-
larsi utile per identificare pazienti asmatici steroido-sensibili.*

FeNO nella diagnosi dell’asma

L'utilizzo del FeNO come fattore utile nella diagnosi di asma € stato la valutazi
argomento di dibattito negli ultimi anni. Infatti, sebbene faffori anfro- 4l FeO)
pomefrici quali efa, genere o altezza possano influenzare le concen- ha un W
trazioni di FeNO,? le quantitd esalate dai pazienti asmatici sono piu '

alte rispeffo a quelle riscontrabili nella popolazione non asmatica.*28 ,aote/zgw&z
Aumentate concentrazioni di FeNO in pazienti con sintomi simil-asma- dzag/zodl‘wo
fici favorirebbero la diagnosi di asma?’ ed affualmente le linee guida e wra badda
NICE (National Institute for Health and Care Excellence) ne softoli- o it
neano il forfe potenziale diagnostico.?¢ A maggior ragione, una recen-

te meta-analisi ha evidenziato come la valutazione del FeNO abbia

una capacita predittiva (valori predittivi positivi - PPV) paragonabile a

quella fornita dai fest di provocazione bronchiale, pur essendo poco

invasiva.?

Tuftavia, la valutazione del FeNO integrata con la valutazione cellulare
dell'espettorato indotto consente di identificare pazienti con diagnosi
di asma associati a flogosi bronchiale eosinofilica.?® 1l FeNO, infat-
i, & prodotto sopraftutto in seguito ad infiammazione di fipo 2 della
mucosa bronchiale,*® quindi basse concentrazioni non escludono la
presenza di altri fipi di asma, quali quella neutrofilica.

Un altro faffore limitante & rappresentato dalla bassa specificita del
test, in quanto alfi valori di FeNO possono essere riscontrabili in sog-
gefti affetti da alire pafologie respiratorie come rinite cronica,®' riget-
to di polmone e disturbi non strettamente legati al tratto respiratorio
(dermatite atopica).' Al contrario, € stafo dimostrato che si possono
raggiungere buoni livelli di specificita e sensibilitd nell’identificazione
di pazienti asmatici quando il FeNO & associato ad altri test, quali
spiromefria e test di provocazione bronchiale.?®

Le linee guida inglesi NICE raccomandano I'utilizzo del FeNO, unitamen-
te ai fest di funzionalita respiratoria, per la diagnosi di asma (Fig. 3).%8

Secondo fali linee guida, & considerato positivo un fest che fornisca
un risultato con valori di FeNO >40 ppb per gli adulti e superiore
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Figura 3. Flow chart relativa all'applicazione delle misurazioni di FeNO nella diagnosi dell‘asma

(mod. da Ref. 28)
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a 35 ppb per i bambini. In alternativa, alcuni autori suggeriscono la
valutazione del FeNO in prima istanza, individuando i test di provo-
cazione bronchiale come secondo passaggio per discriminare fra i
pazienti asmatici con bassi valori di FeNO ed individui non asmatici.?®

Le linee guida ATS consigliano I'utilizzo del FeNO, non come singolo
test, per la diagnosi iniziale dell'asma e per valutare I'infiammazione
delle vie aeree. | cut-off indicati permettono di riconoscere, per quanto
riguarda i pazienti adulti, valori di FeNO alti (>50 ppb), infermedi
(25-50 ppb) e bassi (>25 ppb).*?

FeNO nella gestione clinica e controllo
dell’'asma

Lattuale standard di riferimento nella gestione del pazienfe asmatico
concentra I'attenzione sul controllo dell‘asma. A tale scopo monitorare
lo stato infiammatorio delle vie aeree puo rivelarsi fondamentale, in
quanto i sinfomi non sempre rispecchiano i processi infiammatori che
si verificano nell‘asma.

| risultati di diversi studi hanno suggerito che le concentrazioni di FeNO
possano essere utili nel deferminare la responsivita al frattamento con
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corticosteroidi. Smith ef al hanno identificato un cut-off di FeNO di 47
ppb framite il quale € possibile predire miglioramenti nei valori di FEV,
e riduzione nelle dosi di ICS.*® Le linee guida ATS associano valori
<25 ppb a una probabile resistenza alla terapia corficosteroidea negli
adulti. Confrariamente, misure di FeNO >50 ppb sono sinonimo di
responsivita (Fig. 4).2634%

) I SINTOMI DI ASMA I 9}
Buona compliance Scarsa risposta ad alte dosi di ICS
Adeguate dosi di ICS Considerare diagnosi alternativa
Eventuale riduzione dosi ICS Considerare LABA, anti-leucotriene, macrolide
A
v Esposizione continuata ad allergeni
(SD)—»»»| Buona compliance Scarsa compliance e/o scorretto uso del device (44—
Adeguate dosidiICS Inadeguate dosi di ICS
@ Monitoraggio valori FeNO Considerare aumento dose ICS ©
v v
v Esposizione continuata ad alte quantita di allergeni A4
(SD)—»»{ Scarsa compliance Scarsa compliance e/o scorretto uso del device  |q 9
Possibile comorbidita (rinite allergica, ABPA) | | Inadeguate dosi di ICS
Esacerbazione causata da sospensione ICS | | Asma steroido-resistente
Rischio di esacerbazione
Considerare aumento dose di ICS

Figura 4. Flow chart relativa all'applicazione delle misurazioni di FeNO nella gestione clinica
dell’'asma (mod. da Ref. 15)

La lefferatura, inolire, suggerisce che il FeNO possa essere conside-
rato un utile strumento per la gestione clinica dell'asma in specifiche
popolazioni di asmatici. Uno studio eseguito dal gruppo di ricerca di
Gibson su una coorte di pazienti asmatiche in gravidanza ha dimo-
strato che una terapia impostata sulla base di misurazione del FeNO
e valufazione dei sinfomi riduceva le esacerbazioni e le dosi di ICS
somministrate.

In uno studio della durata di 12 mesi, una strategia di aggiusfamento
terapeutico delle dosi di ICS sulla base dei valori di FeNO e di conta de-
gli eosinofili nell’espetforato portava a una progressiva riduzione della
dose di ICS somminisfrata ad asmatici (lievi e moderati) associafa a
una riduzione dei sinfomi e dei livelli di FeNO ed eosinofili dell’espetto-
rafo.%” Inolfre, una recente meta-analisi ha messo in evidenza che una
strategia terapeutica facente riferimento ai valori di FeNO o a eosinofili
dell’espettorato deferminava una diminuzione della frequenza di esa-
cerbazioni in adulti asmatici.*®
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Infine, in un recente studio di real-life abbiamo dimostrato che alfi va-
lori di FeNO si associano a uno scarso controllo di asma e a un incre-
menfo dei sinfomi, suggerendo che quesfo esame € un utile sfrumento
di complemento alla valutazione clinica dell‘asma.3®

In conclusione, il FeNO puo risulfare efficace nella gestione clini-
ca dell'asma, principalmente per quanto riguarda la riduzione delle
esacerbazioni e I'impostazione della terapia inalatoria. Resfano fut-
tavia necessarie ulteriori indagini per confermare i risultati fino ad
ora oftenuti.

FeNO in asma grave

La definizione di asma grave aftualmente acceffata € quella propo-
sta in un documento congiunto ERS/ATS 2014 secondo cui la gravita
dell’asma si giudica sulla base del livello di frattamento necessario
per cercare di offenere il controllo dello stafo pafologico. In tal sen-
so, definiamo grave un‘asma che abbia richiesto, nel corso dell'‘anno
precedente, traffamento con alte dosi di ICS unitamente a un farmaco
sintomatico (LABA, anti-leucotrieni o teofillina) oppure corticosteroidi
orali (OCS) per un periodo superiore a 6 mesi/anno.

Diversi studi hanno evidenziato un’associazione tra il grado di infiam-
mazione eosinofilica e la gravita dell‘asma.*!

Forme piu gravi di asma sono anche state associafe a una maggior
espressione dell'enzima iNOS e a un piu alfo rapporto fra le concentra-
zioni di mRNA di iNOS e arginasi 2 nel fessuto epiteliale bronchiale.*2
Nello stesso studio e stato anche messo in evidenza che nell’epitelio
bronchiale di pazienti asmatici gravi esisteva una correlazione fra i
livelli proteici e dei frascritti di iNOS con i valori di FeNO.

Tuttavia, I'associazione tra livelli di FeNO e gravita dell‘asma, e di con-
seguenza I'utilizzo del FeNO nella gestione clinica dell'‘asma grave,
e futtora argomento di dibattito, anche alla luce dell‘azione inibitoria
esercitafa dai farmaci steroidei sull’attivita di iNOS.

Esistono perd osservazioni che mettono in evidenza una relazione tra
la concentrazione di NO nell’esalafo e forme di asma pit severe. Silkoff
et al hanno infatti dimostrato che il 50% dei pazienti con un‘asma gra-
ve steroido-dipendente avevano elevati valori di FeNO.'24 E stato an-
che riportato che pazienti con asma “late-onset”, prevalentemente non
atopici, avevano alte concentrazioni di FeNO e di eosinofili nel sangue
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e nell'espettorato. Laumentata espressione di marcatori infiammatori
di tipo 2 riscontrata in questa popolazione di asmatici poteva essere
in relazione con la gravita dell'asma.

Un’ulteriore ricerca eseguita su pazienti asmatici gravi (SARP) aveva
rilevato una corrispondenza fra piu elevati valori di FeNO e una mag-
giore reaffivitd delle vie aeree, aumentata eosinofilia nell‘espettorato,
afopia, iperventilazione e anche una ridofta percezione dei sintomi.3*
Inoltre, sempre nello stesso studio, le misure di FeNO pit elevate carat-
terizzavano gli asmatici gravi maggiormente ostruiti in associazione
con un elevato intrappolamento aereo e con un pit alfo numero di
accessi al pronto soccorso.

Tufte queste evidenze sembrano suggerire che il FeNO possa rappre-
sentare un bio-marcatore affendibile per identificare pazienti asmatici
con un fenotipo piu aggressivo. Dalira parte, I'elevato grado di etero-
geneita dell'asma, anche nelle sue forme pit severe, rende necessario
I'utilizzo di altri biomarcatori, unitamente al FeNO, per la caratterizza-
zione di deferminati fenotipi asmatici.

Recentemente & stata pubblicata una Consensus italiana a firma del-
le societd nazionali italiane SIAAIC e SIP per supportare I'ufilizzo del
FeNO nella diagnosi e gestione dell'asma e dell‘asma grave, e nel
guidare la scelfa dei frattamenti a base di corticosteroidi o biologici.*

FeNO e asma grave in trattamento con
farmaci biologici

Sebbene i complessi meccanismi fisiopatologici alla base dell'‘asma
grave non siano futtora complefamente compresi, € unanimemente
riconosciuto il ruolo centrale ricoperto da una persistente infiammazio-
ne eosinafilica associata a una risposta immunitaria di fipo 2.

Olfre agli eosinofili, gli alfri marcatori di infiammazione di tipo 2 che
sono streffamente associati all‘asma includono le IgE sieriche, le inter-
leuchine 4 e 13 e il FeNO.

Sono stati sviluppati diversi farmaci biologici, rappresentati da anticorpi
monoclonali diretti verso i principali effeffori dell’infiammazione di fipo 2.
II' primo farmaco biologico ad essere approvato in aggiunta alla fera-
pia di mantenimento € stato omalizumab, un anticorpo monoclonale
direffo verso le IgE. Diversi studi hanno dimostrato I'azione inibitoria
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di omalizumab sul FeNO in pazienti con asma grave allergica e in pa-
zienti con asma e aspergillosi broncopolmonare allergica (ABPA), 47
suggerendo un effetto antinfiammatorio correlato al FeNO (Fig. 2). La
possibile relazione tra I'efficacia di questo farmaco con il FeNO ¢ stata
esaminata in diversi studi, condotti su pazienti asmatici allergici. Nello
studio EXTRA, su una coorte di pazienti con asma grave e scarsamen-
te controllato, livelli di FeNO >19.5 ppb, eosinofili >260 cell/ul e di pe-
riostina =50 ng/ml erano in associazione con una maggiore efficacia
di omalizumab nel ridurre la frequenza di esacerbazioni.*® Il progetto
PROSPERQ, condotto su pazienti con asma moderata e severa, dimo-
stra che la risposta positiva a omalizumab era indipendente dai livelli
di FeNO ed eosinofili del sangue.* | risultati confrastanti qui riportati
non permetffono a oggi di stabilire una oggettiva utilita del FeNO come
bio-marcatore predittivo della risposta al frattamento.

Mepolizumab, un anticorpo specifico per I'interleuchina 5, riduce le
riacutizzazioni in pazienti con asma grave, ma non & stafo dimo-
strato alcun effetto sulle concentrazioni di FeNO. La sua efficacia nel
diminuire la frequenza di esacerbazioni nei pazienti asmatici € mol-
to probabilmente legata all’effeffo altamente riducente nei confronti
degli eosinofili.®® D’alfro canto, in una successiva fase dello stesso
studio ¢ stato rivelato che mepolizumab era in grado di abbassare
il numero di esacerbazioni in pazienti asmatici che presentavano,
in condizioni basali, elevati livelli di FeNO congiunfamente ad alta
eosinofilia sistemica.®’

Dupilumab, farmaco di piu recente sintesi, & un anticorpo monoclo-
nale tofalmente umano diretto contro la subunitd IL-4Ra del recettore
di tipo 2 legante le interleuchine 4 e 13. Nel lavoro di Wenzel ef ai,
pazienti con asma eosinofilico riportavano un miglioramento della
funzionalitd polmonare e una riduzione delle esacerbazioni e dei sin-
tomi asmatici dopo il trattamento con dupilumab. Inoltre, negli stessi
pazienti, gli alti valori di FeNO misurati prima della terapia venivano
marcatamente diminuiti dal traftamento, senza alcun effetto sulle conte
eosinofiliche nel sangue (Fig. 2).52 Recentemente & stafo riportato che
pazienti con asma moderata-grave non confrollata beneficiavano del
trattamento con dupilumab (aumentato FEV; e diminuito numero di
esacerbazioni) se presenfavano FeNO >25 ppb o eosindfili sistemici
>150 cell/ul, indicando la funzione predittiva di enframbi i marcatori
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di risposta al trattamento biologico.%*%* Infine, lo studio VENTURE,
ha dimostrafo che dupilumab € in grado di sopprimere i livelli di
FeNO in pazienti con asma grave corticosteroido-resistente durante
il periodo di infervenfo (24 seftimane) caratterizzato dalla riduzione
delle dosi di corticosteroidi orali e dalla riduzione della frequenza di
riacutizzazioni.%

KEY POINTS

* L'asma & una pafologia respiraforia complessa e multifattoriale, la cui eterogeneita
determina I'esistenza di diversi fenofipi clinici ed infiammatori, ciascuno dei quali
caratferizzato da un insieme di meccanismi molecolari (endofipi).

* Lelevata complessita dell'‘asma rende difficile prevedere la risposta individuale
ai farmaci comunemente utilizzati per la gestione della stessa, deferminando di
conseguenza la necessita dell'individuazione di marcatori che possano confribuire
all'impostazione di ferapie mirafe e personalizzate.

* |l FeNO & un marcatore di asma a impronta infiammatoria di tipo 2, non invasivo e
di facile misurazione.

* Pur tenendo conto che fattori non legafi al tipo di infiammazione delle vie aeree
(etq, genere, altezza, tabagismo, obesitt) possano influenzare i valori di FeNO,
esso resta un marcatore altamente attendibile per prevedere la risposta alla terapia
corticosteroidea in pazienti asmatici con un processo infiammatorio a componente
eosinofilica.

* Utilizzato insieme ad altri fest diagnostici (spiromeria, broncoprovocazione,
valutazione della cellularita nell‘espettorato) il FeNO puo fornire un utile apporto
nell'individuazione di fenotipi asmatici (asma grave e non confrollato) e di pazienti
responsivi ai corticosteroidi.

* |l FeNO puo inoltre agevolare I'impostazione di una terapia personalizzata con
farmaci biologici e il monitoraggio clinico, con conseguente aggiustamento delle
dosi di ICS somministrate.
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