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Utilizzo della misura di ossido
nitrico nell’aria espirata:
un update

Exhaled nitric oxide measurement: an update

Fabio L.M. Ricciardolo’, Silvia Stufano?, Vitina Carriero’, Mauro Maniscalco?

" Dipartimento di Scienze Cliniche e Biologiche, Centro di Asma Grave e Malattie Rare del
Polmone AOU, San Luigi, Orbassano, Universita di Torino, Torino, ? Istituti Clinici Scientifici
Maugeri, IRCCS, Divisione di Pneumologia Telese Terme (BN)

Riassunto

L'ossido nitrico (NO) & una molecola gassosa che funge da mediatore chiave in numero-
si processi fisiologici fondamentali per il nostro organismo. Dalla scoperta della presenza
dell’NO nell’esalato umano, ad opera di Gustafsson e collaboratori nel 1991, la ricerca in
questo ambito si & notevolmente evoluta fino ad identificarlo come possibile marcatore dia-
gnostico per le malattie dell’apparato respiratorio ed in particolare per I'asma. La procedura
di misurazione della concentrazione frazionale dell’'NO esalato (FeNO) & stata definita e
standardizzata in un documento congiunto dell’American Thoracic Society (ATS) e della Eu-
ropean Respiratory Society (ERS) e ad oggi rappresenta una metodologia non invasiva che
consente di determinare I'infiammazione delle vie aeree. Nell’asma la misurazione del FeNO
correla con altri marcatori di infiammazione di tipo T2, quali gli eosinofili del sangue e dell’e-
spettorato ed insieme ad essi viene utilizzato per descrivere diversi fenotipi di asma. Sono
stati identificati valori soglia di FeNO per adulti e bambini asmatici, che possono indicare la
mancata aderenza del paziente al trattamento, una possibile risposta positiva al trattamento
con corticosteroidi inalatori (ICS) e suggerire la necessita di iniziare un trattamento con ICS.
Inoltre essendo il FeENO marcatore di infiammazione T2, esso puo predire una risposta positi-
va al trattamento con biologici. In asmatici gravi trattati con alte dosi di ICS, FeNO > 25ppb
rappresenta un indicatore di efficacia terapeutica del dupilumab.

L'utilizzo dei valori di FeNO nello studio di altre patologie come la broncopneumopatia cro-
nica ostruttiva (BPCO) e la bronchite eosinofila non asmatica appare ancora controverso,
sebbene studi ne abbiano mostrato una buona attendibilita.

Parole chiave: ossido nitrico esalato, asma, asma grave, BPCO

Summary

Nitric oxide (NO) is a gaseous molecule acting as a key mediator in several fundamental
physiologic processes of the human body. Since Gustafsson and colleagues showed the pres-
ence of NO in the exhaled breath of humans in 1991, NO gained a growing interest of
researchers which consider this molecule as a suitable diagnostic biomarker in respiratory
diseases and asthma. The American Thoracic Society (ATS) and European Respiratory Society
(ERS) released reccomandations that standardize the measurement of the fractional exhaled
NO (FeNO), that is defined as a non-invasive procedure capable of characterize airway in-
flammatory status. In asthmatic patients FeNO concentrations and levels of other T2 inflam-
mation biomarkers, such as peripheral and sputum eosinophilia, correlate and can be used
to describe asthma phenotypes. Researchers have identified, both for adults and children
with asthma, several FeNO cut-offs that could suggest to start a treatment with inhaled
corticosteroids (ICS) and help to determine poor adherence to treatment or positive response
to ICS. In addition, as a biomarker of T2 inflammation FeNO can predict the response of
asthmatic patients to biologics. Moreover, FeNO > 25ppb in severe asthmatics is a criterion
for dupilumab treatment, despite high dose ICS therapy.

The use of FeNO in chronic obstructive pulmonary disease (COPD) and non-asthmatic eo-
sinophilic bronchitis is until under debate, although recent evidence shows FeNO reliability.
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Utilizzo della misura di ossido nitrico nell'aria espirata: un update

Come funziona?

L'ossido nitrico (NO) & un importante mediatore biologico in diversi processi fisiologici e fisiopatologici . Nel 1991
Gustafsson e collaboratori 2 hanno scoperto che I’'NO & presente nell’esalato dell’'uomo e due anni dopo Alving e
colleghi # dimostrarono che I'NO aumenta negli asmatici.

Tecniche di misurazione dell’ossido nitrico esalato

La metodica della chemiluminescenza ¢ il gold standard nell’analisi dell’'NO esalato (eNO). La reazione tra I'NO
nel campione, e I'ozono generato dallo strumento determina I’'emissione di radiazioni elettromagnetiche aventi
lunghezza d’onda compresa tra 600-3.000 pm e che, rilevate ed amplificate, forniscono un segnale proporzionale
alla concentrazione di NO °.

L'apparecchiatura per la chemiluminescenza necessita di una fonte esterna di NO per generare ozono, ed & alta-
mente sensibile con un livello soglia di rilevazione di parti per miliardo (1:10%°ppb) ed un tempo di risposta molto
rapido (0,5-0,7s) .

Gli analizzatori di eNO attualmente in commercio sono NOA 280i (Sievers, GE Analytical Instruments), NIOX (Cir-
cassia), Logan model LR2149 (Logan Research) e CLD 88 (Eco Medics).

| sensori elettrochimici convertono la concentrazione di NO in segnale elettrico ®, in presenza di un sistema tam-
pone ed un sensore catalitico. Una reazione chimica induce nel campione un cambiamento fisico quantificabile e
direttamente proporzionale alla concentrazione di NO.

| dispositivi a sensori elettrochimici o infrarossi commercialmente disponibili sono: NIOX VERO (Circassia), NObreath
(Bedfont Scientific), Medisoft (Hypair) e Vivatmo-PRO (Bosch).

Il NIOX VERO e portatile, utilizzabile sia negli adulti che nei bambini 7 con un sensore che deve essere sostituito
dopo 100-300 misurazioni. | pazienti devono effettuare un’espirazione di 10 secondi ad una pressione che garan-
tisca una portata di 50 £ 5mis™. Un sensore elettrochimico valuta i 3 secondi finali dell’espirazione esprimendo il
risultato in un range di 5-300ppb.

NObreath & un dispositivo che richiede 12 secondi di espirazione nell’adulto e 10 nei bambini 7.

Il dispositivo Medisoft & semi-portatile e permette misurazioni off-line ed on-line, in un range di 0-600 ppb. La
misurazione “off-line” prevede I'analisi di un campione di gas precedentemente raccolto, mentre quella “on-line”
awiene in tempo reale.

Il Vivatmo-PRO ¢ un dispositivo a sensori infrarossi portatile che fornisce un rapido responso non richiedendo la
conservazione del campione in una camera.

Un recente studio ha dimostrato una buona correlazione tra alcuni di questi dispositivi anche se le misurazioni
assolute dell’eNO potrebbero differire in modo clinicamente rilevante .

Sono stati sviluppati sensori ottici costituiti da una fonte di luce laser che reagisce con il gas del campione, una cella di rac-
colta ed un sistema di rilevamento che registra segnali nella banda di assorbimento del medio infrarosso (5,1- 5,7 pm) °.

Misurazione dell’ossido nitrico esalato

L'’American Thoracic Society (ATS) e la European Respiratory Society (ERS) hanno concordato una procedura al-
tamente standardizzata per la misurazione della concentrazione frazionale dell’eNO (FeNO) '°. Secondo tali linee
guida, la misurazione del FeNO negli adulti avviene istantaneamente durante una manovra di respirazione. Il sog-
getto deve inspirare a capacita polmonare totale con aria depurata, per non contaminare il campione con livelli
potenzialmente alti di NO nell’ambiente. Successivamente esegue un’espirazione di 10 secondi ad una pressione
di 5-20 cmH,0, che garantisce la chiusura del palato molle minimizzando il rischio di contaminazione con I'NO dei
seni paranasali. Un'esalazione e ritenuta adeguata se viene raggiunto un livello di concentrazione di eNO stabile
(plateau) ad un flusso di 50 ml/s. Le linee guida raccomandano un flusso espiratorio di 50 ml/s, basato sull’ipotesi
che la regione di interesse per I'escrezione di NO siano le basse vie respiratorie. | valori di plateau, corrispondenti
alla portata espiratoria, variano considerevolmente con la velocita di flusso a causa della diffusione dell’NO delle
vie aeree e tempo di transito. Per cui basse velocita (< 10 ml/s) determinano livelli piu alti.

Analisi estesa dell’ossido nitrico

La misurazione del FeNO ad un solo flusso espiratorio non consente I'identificazione dei siti di produzione di NO
nell’apparato respiratorio. Pertanto, sono stati messi a punto dei modelli matematici, ampiamente revisionati ',
per calcolare la produzione dell’'NO polmonare.

La frazioni di NO prodotte nelle pareti delle vie aeree (J,,NO) e nella regione alveolare (C,NO) possono essere cal-
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colate ad alti flussi. Inoltre, I'associazione di calcoli matematici con misurazioni di NO ad alti e bassi flussi aerei puo
fornire i valori della concentrazione del gas rilasciato dal sistema di conduzione aerea (C,,NO) e della capacita di
diffusione di NO (D,,,NO).

In tutti gli analizzatori di chemiluminescenza, la portata espiratoria pud essere modificata da resistori, mentre, in
generale, i sensori elettrochimici non sono adatti per I'analisi di molteplici flussi ad eccezione di Medisoft.

Interpretazione dei risultati della misura del FeNO in asma

Nella pratica clinica sono stati definiti valori di riferimento per il FeNO (Tab. I).

Negli adulti, & considerato normale un valore di FeNO < 25 ppb (< 20 ppb nei bambini), mentre valoritra 25-50 ppb
(20-35 ppb nei bambini) vanno interpretati nel contesto clinico.

Secondo le linee guida GINA, FeNO > 20 ppb e considerato il cut-off caratteristico dell'infiammazione di Tipo 2
nell’asma grave e viene utilizzato, insieme agli eosinofili ematici (= 300 cell/ul) e dell’espettorato (> 3%), per valu-
tare questo fenotipo d'asma.

I valori di riferimento possono essere utilizzati come guida generale, tenendo conto che possono subire variazioni
significative nei pazienti. Il coefficiente di variazione dei soggetti sani & approssimativamente del 10% (4 ppb di
variazione) mentre aumenta fino al 20% negli asmatici (variazione considerata significativa dalle linee guida ATS).
Valori di FeNO > 50 ppb (> 35 ppb nei bambini) sono associati all'infiammazione eosinofila delle vie aeree, possono
prevedere una risposta alla terapia antinfiammatoria e suggerire I'opportunita di trattamento con ICS. Invece, FeNO
< 25 ppb (< 20 ppb nei bambini) & correlato con una minore infiammazione eosinofila e risposta ai corticosteroidi.
Misure > 30 ppb sono state associate ad asma non controllato, mentre un valore compreso tra 16-25 ppb definisce
la Minima Differenza Clinicamente Significativa (un incremento fino al 60% del valore basale).

Infine, durante un’esacerbazione, il FeNO pud aumentare oltre al 50% e fino a 150 ppb in seguito ad esposizione
ad un allergene o infezione acuta.

Tabella 1. Fattori che influenzano la produzione di FeNO (a) e interpretazione clinica dei valori di FeNO (b).

a) INFLUENZA SUI VALORI DI FeNO b) INTERPRETAZIONE DEI VALORI DI FeNO
Fattori determinanti Variazione risultante Cut-off | Cut-off Significato
Caratteristiche demografiche (ppb) (ppb)

. bambini | adulti
e Fta T

Pazienti sani <20 <25 Valore nella norma
o Altezza t
. Genere Maschile 1 20-35 26-50 . Vql_orelalto
significativo per
Femminile 4 eosinofilia bronchiale

Caratteristiche biologiche Asma > 35 > 50 Predizione di
e Infiammazione eosinofilica 0 buona risposta a

trattamento con ICS

¢ Infiammazione neutrofilica

> 30 Asma non
Co-patologie controllato
* Rinite allergica Asma grave >20 Infiammazione di
e Rinosinusite cronica con T tipo 2
poliposi nasale > 25 Predizione di
e Obesita 1 buona risposta al
¢ Reflusso gastroesofageo tragj;?ﬁ r;:c;gon
Terapia
e UsodilCS
e Dupilumab J
Altri fattori
¢ Tabagismo J
e Atopia T
e Infezioni virali 0
e Broncocostrizione acuta \
e Esacrebazione asmatica T
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Qual e lo stato dell’arte?
Principali applicazioni cliniche dell’eNO

Asma

Alti valori di FeNO, in pazienti con sintomi rilevanti, possono confermare la diagnosi di asma. Infatti le linee guida
NICE raccomandano l'integrazione dell’algoritmo diagnostico dell’asma con il test di FeNO associato alla valutazio-
ne della funzione polmonare.

Nell’asma non trattato, il valore del FeNO puo superare i 100 ppb '?. Anche pazienti non aderenti al trattamento
tendono ad avere alti valori di FeNO e quindi come tutti gli altri asmatici che non rispondono alla terapia, devono
essere sottoposti al cosiddetto “test di soppressione del FeNO".

Inoltre il FeNO, essendo biomarker dell'infiammazione T2, puo predire la risposta al trattamento con farmaci biolo-
gici. In particolare FeNO > 25 ppb, unitamente a conte eosinofiliche > 150 cell/uL, rappresenta un criterio predittivo
di efficacia terapeutica del dupilumab in asmatici gravi trattati con alte dosi di ICS.

Misura del FeNO in asma grave

L'asma grave & definito dal documento ATS/ERS sulla base del trattamento necessario per raggiungerne il controllo.
Recenti studi hanno mostrato associazioni dell’asma grave con il grado di infiammazione eosinofilica '* e con una
maggiore espressione dell’enzima NO sintetasi inducibile (iNOs), responsabile della produzione dell’eNO.

L'utilita della misura dell’eNO nella gestione dell’asma grave e tuttora dibattuto, soprattutto alla luce dell’azione
inibitoria degli ICS su iNOS. Tuttavia un recente studio ha riportato elevati livelli di FeNO nel 50% degli asmatici
gravi steroido-dipendenti esaminati. A cio si aggiunge |'osservazione che alte concentrazioni di FeNO ed eosinofili
del sangue ed espettorato che caratterizzavano asmatici gravi “late-onset”, prevalentemente non atopici, erano
associate alla gravita dell’asma. Un’ulteriore ricerca ha evidenziato che, in asmatici gravi, elevati valori di FeNO
correlavano con maggiore reattivita delle vie aeree, aumentata eosinofilia nell’espettorato, atopia, iperventilazione,
ridotta percezione dei sintomi, maggiore ostruzione del flusso aereo, pili accentuato air-trapping e pil alto numero
di accessi al pronto soccorso ™.

Tutte queste evidenze suggeriscono che il FeNO sia un biomarcatore attendibile per identificare pazienti con asma grave.

Broncopneumopatia cronica ostruttiva (BPCO)

Il valore clinico del FeNO nei pazienti con BPCO é tuttora dibattuto. Secondo una recente metanalisi, la BPCO in-
duce un lieve incremento di NO, con livelli piu alti negli ex fumatori rispetto ai fumatori '3. Non é stata riscontrata
alcuna associazione tra FeNO e riacutizzazioni di BPCO. Alcuni studi mostrano, almeno nel breve termine, una
maggior probabilita di risposta ai corticosteroidi nei pazienti con BPCO con elevati valori di FeNO, anche in termini
di FEV,.

La sindrome da overlap asma-BPCO (ACO) comprende caratteristiche sia dell’asma che della BPCO e il documento
GINA/GOLD sull’ACO raccomanda di utilizzare i valori di FeNO e degli eosinofili ematici per differenziarla dalla
BPCO.

Bronchite eosinofila non asmatica (NAEB)

La bronchite eosinofila non asmatica (NAEB) e caratterizzata da tosse secca stizzosa cronica, espettorato eosinofilo
e buona responsivita ai glucocorticoidi. Alcuni report indicano livelli di FeNO in pazienti con NAEB significativamen-
te piu elevati rispetto alle altre cause di tosse cronica. Secondo una metanalisi il FeENO potrebbe non essere abba-
stanza preciso da prevedere la NAEB nei pazienti non asmatici con tosse cronica. Tuttavia lo studio ha evidenziato
una buona attendibilita di valori compresi tra 30-40 ppb, suggerendo di non trascurare |'utilita clinica dell’eNO,
nell’identificare asmatici con tosse cronica responsivi ai corticosteroidi.

Prospettive di utilizzo di futuro

Il FeNO e un marcatore di infiammazione T2 delle vie aeree di facile misurazione, il cui monitoraggio € raccomanda-
bile sia negli adulti che nei bambini, per la gestione dell’asma. Non e da escludere |'utilizzo del FeNO, unitamente
ad altri test diagnostici e altri biomarcatori, per I'identificazione di precisi fenotipi asmatici e per la conseguente
elaborazione di una terapia mirata al singolo individuo. Alla luce dei dati riportati in letteratura, cid non pud essere
escluso per altre patologie respiratorie.
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