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Elena Battistini e Anna-Carla Defilippi.

U.O. di Pneumologia, I.R.C.C.S. G. Gaslini, Gen.

Introduzione.

I leucotrieni, ed in particolare i cistenil leucotrienti (LTC4, LTD4 e LTE4), sono potenti mediatori cellulari, rilasciati prevalentemente dai mastociti, dagli eosinofili e dai basofili (1). Queste molecole, derivate dal metabolismo dell'acido arachidonico, sono in grado di far contrarre i muscoli lisci bronchiali, di incrementare la secrezione di muco, di aumentare la permeabilità vascolare, e di attrarre ed attivare cellule infiammatorie nelle vie aeree. Pertanto, attraverso l'interazione con specifici recettori di membrana, i cisteinil leucotrieni (Cys-LT) esercitano in maniera più o meno accentuata molte attività che rientrano nel quadro clinico e/o anatomo-patologico dell'asma bronchiale (1,2). Da queste osservazioni ha preso il via la ricerca farmacologica su molecole in grado di contrastare gli effetti dei leucotrieni..

Attualmente la classe di farmaci più studiata e sviluppata in questo settore è rappresentata dagli antagonisti dei recettori dei Cys-LT (2). Queste molecole sembrano preferibili agli inibitori della sintesi per una minore tossicità, particolarmente a livello epatico. Gli antagonisti recettoriali dei Cys-LT appaiono farmaci potenti e selettivi, capaci di attenuare sperimentalmente la risposta broncospastica dopo inalazione di leucotrieni ed allergeni e di produrre benefici effetti nell'asma da sforzo e da aria fredda (2). In studi clinici su pazienti asmatici è stato dimostrando che gli antagonisti recettoriali dei Cys-LT producono un miglioramento della funzione polmonare, una riduzione dei sintomi asmatici e della necessità di ricorrere all'uso di ß2-agonisti e, in molti pazienti con asma moderata-grave, consentono di ridurre la dose (o sospendere) l’assunzione .di corticosteroidi. 

Poichè, i Cys-LT sono coinvolti nella promozione e nella perpetuazione dei fenomeni infiammatori dell’asma e sembrano contribuire a determinare quelle alterazioni strutturali delle vie aeree chiamate “airway remodeling”, è indispensabile identificare i parametri che consentano di misurarne l’efficacia anti-infiammatoria nei singoli pazienti (1,2). Tratteremo qui brevemente le principali attività proinfiammatorie e/o profibrotiche dei Cys-LT segnalando come possano venire utilizzate nei pazienti con asma per controllare l’efficacia del trattamento con gli inibitori dei recettori dei Cys-LT.
I Cys-LT e gli eosinofili.
Dati sperimentali ottenuti in vitro, in animali da esperimento, in soggetti normali e in pazienti con asma dimostrano che l’esposizione a Cys-LT determina il reclutamento degli eosinofili circolanti nelle vie aeree e che questo fenomeno è ridotto o abolito in presenza degli inibitori della sintesi e dagli antagonisti dei recettori dei leucotrieni (3,4). Così, per esempio, l’inalazione di un cisteinil-leucotrienico (LTE4) in soggetti asmatici è seguita, a distanza di 4 ore, da un notevole incremento della concentrazione di eosinofili e dall’attivazione dei mastocitociti (5) e l’eosinofilia e l’iperreattività bronchiale che seguono  l’inalazione di antigeni sono inibite nelle scimmie dagli antagonisti recettoriali dei Cys-LT (6). Analogamente, 4 o 8 settimane di trattamento con antagonisti recettoriali dei Cys-LT (rispettivamente montelukast e pranlukast) sono in grado di indurre una riduzione importante (50%) nella conta degli eosinofili, sia nello sputo indotto sia nel sangue in adulti con asma lieve (7,8). Anche in soggetti adulti ed in bambini con asma moderato, il trattamento con montelukast o con zafirlukast per 8 e 12 settimane riesce a produrre una significativa riduzione nel conteggio di eosinofili rispetto al placebo (8-10). 

Manca ancora tuttavia la dimostrazione sperimentale che la riduzione dell’eosinofilia, dimostrata nel sanguee  nello sputo indotto, possa avvenire anche nella mucosa bronchiale, e si correli ai miglioramenti clinici visti con la terapia antileucotrienica. Questi studi non solo suggeriscono che negli asmatici allergici l’afflusso degli eosinofili nelle vie aeree dipenda almeno in parte dalla azione dei Cys-LT ma anche che il conteggio di queste cellule, nel sangue e/o nelle vie aeree possa rappresentare una “spia” dell’attività antiinfiammatoria degli antagonisti dei Cys-LT. 

Cisteinil-LTs, chemiotassi eosinofilica ed adesione leucocitaria.
A concentrazioni nanomolari, LTC4, LTD4 e LTE4 causano in vitro una migrazione diretta degli eosinofili umani, che è bloccata completamente da montelukast (11). Al contrario, i neutrofili rispondono ai Cys-LT solo a concentrazioni micromolari, mentre LTB4 esercita una attività chemiotattica moderatamente importante ma non selettiva per entrambi i tipi di cellule. In soggetti con asma, è possibile che la risposta migratoria degli eosinofili a LTD4 possa essere ulteriormente aumentata da un priming esercitato in vivo da IL-5, come è stato dimostrato per la risposta eosinofilica a PAF e LTB4 (2).

I Cysteinyl-LTs possono contribuire alla migrazione di eosinofili della mucosa bronchiale anche promuovendo l’interazione leucocita-endotelio (11,12). Sia LTC4 che LTD4 inducono il “rolling” dei leucociti polimorfonucleati (PMN) lungo l’endotelio -vascolare, aumentando l’espressione di P-selettina sulla superficie sia dei leucociti che sulle cellule endoteliali (13,14). L’interazione tra P-selectin ed i loro ligandi può essere simile per  eosinofili e neutrofili umani, ma solo gli eosinofili possono a loro volta generare i Cys-LT che possono aumentare l’interazione e promuovere l’aumento della permeabilità microvascolare. Infine, i Cys-LT sono in grado di indurre in vitro l’espressione di Mac-1 su eosinofili umani circolanti e questa attività biologica è inibita da montelukast (11).  

E’ quindi possibile che oltre al semplice conteggio dei leucociti ematici, la determinazione della espressione delle molecole di adesione da parte degli eosinofili consenta di valutare la risposta a questa classe di farmaci.

Cisteinil-LTs, citochine, ed apoptosi.

L’eosinofilia nelle vie aeree degli asmatici può dipendere da una ridotta apoptosi  di questo tipo di cellule rispetto agli altri leucociti (2). Dati recenti suggeriscono che i leucotrieni giocano un ruolo importante nel ridurre l’apoptosi cellulare dei leucociti, anche se mancano informazioni specifiche sugli eosinofili (15,16). In pazienti con asma, la proporzione di cellule T di sangue periferico che vanno incontro ad  apoptosi è inferiore rispetto a soggetti normali (41); al contrario,  in presenza di  Cys-LTantagonista zafirlukast,  la proporzione di cellule T che subisce l’ apoptosi in pazienti con asma è aumentata..  Negli eosinofili, la sopravvivenza è accresciuta da citochine che includono IL-3, IL-5 e specialmente GM-CSF, che, tra l’altro, aumenta negli eosinofili  la sintesi di cisteinil-LT (42). E’ un’ipotesi ragionevole che gli effettti di queste citochine sulla sopravvivenza eosinofilica possano essere mediati da cisteinil-LT, e che i farmaci antileucotrienici possano ridurre il numero di eosinofili nelle vie aeree accellerando il loro processo di apoptosi.

Gli eicosanoidi  possono anche essere importanti nel mediare la trascrizione di geni deputati alla sintesi di citochine in risposta agli stimoli proinfiammatori. E’ stato infatti dimostrato che il LTB4 aumenta la trascrizione di un numero di citochine come la IL-6, la IL-8 e la IL-5 dai linfociti-T (17). Inoltre, nei porcellini d’India, la inalazione di LTD4  produce una broncocostrizione immediata ed una persistente eosinofilia delle vie aeree che dura sino a 3-4 settimane. Entrambi i fenomeni sono inibiti da pranlukast, ma solo l’eosinofilia (non la broncocostrizione) è bloccata da un anticorpo monoclonale diretto contro la IL-5 (18), dimostrando che l’eosinofilia indotta da LTD4 è mediata dal rilascio  di IL-5 da un tipo di cellule non identificato. 

Tutto ciò conferma ulteriormente l’iportanza dell’eosinofilia come marker di attività nell’asma. Tuttavia le citochine presenti nelle vie aeree dei soggetti con asma, oltre a modulare i processi infiammatori e riparativi tissutali che caratterizzano questa malattia, incrementano il rilascio di alcuni gas, come l’ossido nitrico (19). 

L'ossido nitrico (NO) è il prodotto di una classe di enzimi detti NO-sintetasi (NO-s) presenti nel citoplasma di diversi tipi cellulari, come le cellule endoteliali, le terminazioni delle cellule nervose, le cellule dell’epitelio bronchiale ed alcune cellule infiammatorie (19). Lo NO é presente e misurabile nell'aria espirata da soggetti normali, e le sue concentrazioni aumentano in pazienti (adulti e bambini) con stati infiammatori dell'apparato respiratorio, quali l’asma (20).  In questi casi l'aumento di NO nell'aria espirata é dovuto alla stimolazione a livello bronchiale della forma inducibile della NO-s (la iNO-s) da parte di citochine ed altri mediatori dell'infiammazione (19-21). Si è così appurato che nell’asma bronchiale, soprattutto nelle forme allergiche, lo NO presente nell’aria espirata può essere utilizzato sperimentalmente come indice di flogosi eosinofila d’organo e come elemento per misurare la risposta al trattamento con farmaci anti infiammatori (21-23). Dati recenti dimostrano che la somministrazione di montelukast a bambini affetti da asma determina una riduzione significativa dei livelli di NO nell’aria espirata (24), a conferma dell’ipotesi che questo parametro può essere utilizzato per valutare l’efficacia anti-infiammatoria degli antagonisti recettoriali dei Cys-LT.

I cisteinil leucotrieni contribiuscono al remodelling delle vie aeree?
Non vi sono dati pubblicati che dimostrino, su biopsie bronchiali, gli effetti dei farmaci antileucotrienici sulle alterazioni anatomo-patologiche delle vie aeree in pazienti con asma bronchiale. Tuttavia, negli animali da esperimento (ratti Brown Norway), gli antagonisti dei Cys-LT riducono l’incremento dell’ iperreattività bronchiale indotta dall’inalazione di allergeni che è direttamente correlata ad un incremento nella massa dei muscoli lisci bronchiali. Questi dati hanno fatto ipotizzare un effetto mitogenico dei Cys-LT sui muscoli lisci (25). In vitro, LTD4 non ha effetti diretti sulla proliferazione delle cellule muscolari liscie (HASM) delle vie aeree ma aumenta molto l’effetto di un fattore di crescita, l’epidermal growth factor (EGF), la cui secrezione è stata dimostrato  aumentata nell’asma (26). L’effetto di LTD4 sulla proliferazione delle HASM è bloccata da pranlukast e probilukast, ma non da zafirlukast (26). Concentrazioni micromolari di LTD4 non alterano l’espressione e la secrezione di componenti della matrice extracellulare, come il collageno, l’elastina, e la fibronettina da parte delle HASM (24).

Invece, a concentrazioni nanomolari LTC4 induce l’espressione della collagenasi in 

linee di fibroblasti polmonari umani e in colture primarie di fibroblasti ottenuti da pazienti con fibrosi polmonare idiopatica, meccanismo che può contribuire significativamente al rimodellamento della matrice extracellulare nei processi infiammatori cronici delle vie aeree (27).

La desquamazione epiteliale, la proliferazione, e l’iperplasia sono caratteristiche anatomo-patologiche tipiche dell’infiammazioni cronica delle vie aeree degli asmatici (28). La perdita dell’epitelio può contribuire alla iperreattività bronchiale facilitando la penetrazione di stimoli differenti alle strutture nervose della mucosa bronchiale e riducendo la biodisponibilità di broncodilatatori e mediatori  antiinfiammatori  naturali come la PGE2. I Cys-LTs possono esacerbare la denudazione epiteliale stimolando direttamente i nervi afferenti locali a rilasciare tachichinine che sono coinvolte nella broncocostrizione e nell’aumento della permeabilità vascolare (29). 

Allo stato attuale delle conoscenze non è noto se nella pratica clinica il trattamento con antagonisti recettoriali dei leucotrieni protegge l’epitelio delle vie aeree degli asmatici e contrasta la proliferazione dei muscoli lisci bronchiali. Tuttavia se i dati sperimentali sopra riportati si verificano anche in vivo la valutazione nel tempo dell’entità del remodelling delle vie aeree può rappresentare un altro parametro utlie per misurare l’attività di questa classe di farmaci.
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