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Riassunto

Il fumo di sigaretta & uno dei pil potenti ossidanti. Esso rappre-
senta la causa pit importante nello sviluppo della BPCO. Lazione &
diretta, attraverso gli ossidanti in esso contenuti, ed indiretta, at-
traverso I'attivazione delle cellule epiteliali e dei macrofagi residenti
nei bronchi, nonché delle cellule reclutate (neutrofili, monociti, linfo-
citi ed eosinofili). Molteplici sono i danni provocati dal fumo: danno
epiteliale,effetti sull’equilibrio proteasi-antiproteasi,danni a livello del
DNA, riduzione della capacita antiossidante del plasma,riduzione
della capacita di inibizione dell’elastasi nei soggetti con deficit di
alfaTantitripsina.La possibilita di misurare i markers biologici dello
stress ossidativo (H,0,, sostanze reattive dell'acido tiobarbiturico-
TBARs, F2-isoprostano) in maniera non invasiva nel condensato
espiratorio ha permesso un progressivo ampliamento delle ricer-
che in campo di stress ossidativo. La sospensione del fumo, pur
non eliminandola, riduce la componente infiammatoria e produce
diminuzione o arresto del declino della funzione respiratoria.

Parole chiave: stress ossidativo, specie reattive dell’O,
(ROS), markers biologici, BPCO, danno ossidativo, conden-
sato espiratorio
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Fumo di tabacco e stress
ossidativo respiratorio

Tobacco smoke and respiratory oxidative stress

Summary

Cigarette smoke is a very powerful oxidant. It has been shown
to play a key role in the development of COPD. It acts directly
through oxidant components of smoke or activation of epithe-
lial resident cells and macrophages, as well of recruited cells
(neutrophils, lymphocytes, eosinophils). Several damages may be
due to smoke: epithelial damage, effects on the proteinase-anti-
proteinase balance, DNA damage, plasma antioxidant depletion,
decreased ability to inhibit elastasis in patients with alfa1-antitryp-
sin deficit. Measurement of biological markers of oxidative stress
(H,0,, thiobarbituric acid reactive substances-TBARs, F2-isopro-
stane) in expiratory breath condensate by a non invasive method
has recently allowed to increase studies in the field of oxidative
stress. Smoking cessation, although not removing it, reduces the
inflammatory component and decreases or even stops the pro-
gressive decline of pulmonary function.

Keywords: oxidative stress, reactive oxygen species (ROS]),
biological markers, COPD, oxidative damage, expiratory
breath condensate.

INTRODUZIONE

Per stress ossidativo si intende un’au-
mentata esposizione ad ossidanti e/o
diminuita capacita antiossidante con
esito in squilibrio tra ossidanti ed
antiossidanti. Gli ossidanti general-
mente indicati come “specie reattive
dell’'ossigeno” (ROS, reactive oxygen
species) o metaboliti reattivi dell’os-
sigeno (ROM) comprendono i radica-
li liberi quali il radicale superossido
(O7,), che si forma dall'O, molecolare
per perdita di un elettrone, ed il radi-
cale idrossile (OH), pil altri derivati
non-radicali dell’O, quali il perossido
di idrogeno (H,0,) e I'acido ipocloroso
(HOCI). Le specie reattive dell’O, sono
implicate nella patogenesi di svariate
malattie (cardio- e vasculopatie, neu-
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ropatie, diabete, epatopatie, virosi, ar-
trite reumatoide, pneumopatie, etc.).
Molti tessuti sono esposti al danno
ossidativo, ma, per ragioni anatomo-
funzionali, la superficie epiteliale del
polmone risulta particolarmente a ri-
schio (1.

Lo stress ossidativo & stato evidenzia-
to nella broncopneumopatia cronica
ostruttiva (BPCO), nella fibrosi cisti-
ca, nell’asma, nella fibrosi polmonare
idiopatica, in alcune broncopneumo-
patie professionali, nella sindrome da
distress respiratorio dell’adulto. Data
la nota correlazione tra fumo di tabac-
co e BPCO, faremo riferimento nella
presente rassegna a tale patologia,
che risulta peraltro la pit studiata per
quanto riguarda il ruolo dello stress
ossidativo.

FUMO DI TABACCO E BPCO

Il fumo di sigaretta ¢ la causa di maggior
rilievo nello sviluppo della BPCO (2). Al-
tre possibili cause possono agire come
fattori di rischio indipendente, ma la lo-
ro importanza € minima se paragonata
a quella del fumo. Solo nell'1% dei casi
di BPCO si rileva un fattore di rischio di
importanza paragonabile, che & il deficit
di alfal-antitripsina (3). Il fumo di tabac-
co interviene in modo determinante an-
che nella storia naturale della BPCO. La
diminuzione di funzione polmonare con
l'etd, in soggetti normali ed in fumatori,
e riportata in Fig. 1.

| soggetti normali non fumatori perdo-
no fisiologicamente tra i 25 ed i 35 ml di
VEMS (o0 FEV1) all'anno. Tale percentua-
le di perdita & decisamente pil elevata
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nei fumatori (4). 1 pazienti con BPCO
mostrano una riduzione del FEV1 di cir-
ca 90 ml/anno. Questo processo puod es-
sere arrestato ed in parte fatto regredire
mediante la cessazione del fumo. Lo
studio “Lung Health Study”’ ha eviden-
ziato come pazienti che avevano sospe-
so il fumo presentassero un aumento
medio del FEVI post-broncodilatazione
di 57 ml alla prima visita annuale, lad-
dove in coloro che avevano continuato
a fumare si registrava una diminuzione
di 38 ml del medesimo valore (5). Vie-
ne cosi confermato che la sospensione
del fumo non solo arresta il progressivo
declino della funzione polmonare ma
pud addirittura farla migliorare. Bambi-
ni esposti a fumo passivo manifestano
in genere maggiore prevalenza di sin-
tomi e malattie respiratorie rispetto ai
non esposti, ed una diminuzione nel
tempo della funzione polmonare come
nell’adulto.

negli spazi aerei, nel respiro, nel sangue
e nelle urine di fumatori.

Il fumo di sigaretta & una miscellanea
complessa di oltre 4700 composti chi-
mici, incluse alte concentrazioni di ossi-
danti (1014 ossidanti/puff) (7).

La fase gassosa del fumo di sigaretta
contiene alte quantita di ossidanti a
breve vita quali IO, e l'ossido nitrico
(NO). O, e NO reagiscono per formare
molecole di perossinitrico altamente
reattivo (ONOO-) (8). La fase corpusco-
lata del fumo contiene invece radicali a
lunga vita come i radicali semichinone,
che possono reagire con IO, per forma-
re radicale idrossile (O"H) e H,0,.

Il fumo di sigaretta ha la capacita di ge-
nerare H,0, anche se in soluzione ac-
quosa (9, 10). Per quanto attiene agli os-
sidanti di origine endogena, un aspetto
comune dell'infiammazione polmonare
nelle broncopneumopatie in genere & lo
sviluppo di una risposta inflammatorio-

VEMS (% dei valori all'eta di 25 anni)
100

Nen fumatori @ nen
suscettibili agli
— effetti del fumo

ORIGINE DEGLI OSSIDANTI
Gli ossidanti possono riconoscere origi-
ne esogena o endogena.

Tra i fattori esogeni abbiamo gia anno-
verato come potente ossidante il fumo
di sigaretta. Considerevoli evidenze so-
no state finora riportate in letteratura
riguardo all’aumentato carico di stress
ossidativo in fumatori, specie se svilup-
panti BPCO, basate sull’aumento dei
markers biologici di stress ossidativo

immunitaria da attivazione delle cellule
epiteliali e dei macrofagi residenti, non-
che delle cellule reclutate (neutrofili,
linfociti, eosinofili). Una volta recluta-
te, le cellule possono essere attivate e
generare metaboliti reattivi dell'O, in
risposta a vari stimoli, incluse le citochi-
ne. Lattivazione delle varie cellule gene-
ra anione superossido (O7,) (Fig. 2).

Esso, sotto l'influenza della perossidodi-
smutasi (SOD), viene convertito in peros-
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sido di idrogeno (H,0,). La generazione di
ossidanti a livello respiratorio puo® essere
incrementata dalla reazione dell’O, in
presenza di piccole quantita di ioni me-
tallici, come il ferro libero. Questo, sotto
forma ferrosa (Fe**), catalizza la reazione
di Fenton (Fe** + H,O, — Fe’ + OH + OH),
dando origine al radicale idrossile (O"H).
L'H,0,, se catalizzato dalla mieloperossi-
dasi neutrofila in presenza di cloruro, for-
ma acido ipocloroso (11, 12).

MECCANISMI DI PRODUZIONE
DEGLI OSSIDANTI

Accanto al meccanismo diretto espleta-
to dagli ossidanti contenuti nel fumo,
esiste un meccanismo indiretto manife-
stantesi attraverso stimolazione ed at-
tivazione delle cellule residenti (cellule
epiteliali e macrofagi) e di quelle reclu-
tate (neutrofili, linfociti, eosinofili). Per
quanto riguarda le cellule reclutate & di
notevole rilevanza I'influsso dei neutro-
fili. Il loro sequestro nei capillari polmo-
nari da ad essi tempo per interagire ed
aderire all’endotelio capillare polmona-
re e, quindi, per trasmigrare attraverso
la membrana alveolare capillare nell’in-
terstizio e negli spazi aerei del polmo-
ne. E stato dimostrato che nei fumatori
vi & aumento transitorio del sequestro
di neutrofili nel polmone (13) in con-
seguenza della loro deformabilita (14).
Studi in vitro hanno dimostrato che tale
aumentata deformabilita indotta dal fu-
mo & abolita dagli antiossidanti, come
il glutatione (GSH), suggerendo indiret-
tamente una mediazione degli ossidan-
ti nell'evento iniziale (14). Linalazione
forzata di fumo in criceti aumenta I'ade-
sione dei neutrofili all'endotelio di arte-
riole e venule (15); tale evento si ritiene
mediato dall’anione superossidodismu-
tasi (SOD) derivato dal fumo di sigaret-
ta, poiché esso & inibito dal pretratta-
mento con CuZn superossidodismutasi
(SOD) (15). Neutrofili sequestrati nel cir-
colo polmonare di conigli in seguito ad
inalazione forzata di fumo, mostrano
aumentata espressione di CDI8 (16). 1l
sequestro di neutrofili nel microcirco-
lo polmonare facilita I'insorgenza della
chemiotassi; la nicotina & d’altronde per
se stessa chemiotattica. L'esposizione al
fumo, pertanto, da luogo alla presenza
di fattori chemiotattici negli spazi aerei
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Fig. 2: Chimica di base dei radicali liberi sull'ossigeno

(17). E stata recentemente segnalata in
letteratura infiltrazione neutrofila nelle
vie aeree periferiche.

Lesame della microlocalizzazione di
cellule infiammatorie nelle vie aeree
periferiche ha mostrato significativo au-
mento della quantita di neutrofili, sia in
fumatori con BPCO conclamata che in
fumatori con normale funzionalita pol-
monare (18). Studi epidemiologici han-
no evidenziato una correlazione tra il
numero di neutrofili circolanti ed il FEV1
(19). Altrettanto correlati si sono dimo-
strati il rilascio di ossidanti dai neutro-
fili in circolo ed i valori di limitazione
del flusso aereo in giovani fumatori (20).
Con riferimento alle restanti cellule in-
fiammatorie, & stato riportato aumento
di macrofagi e T-linfociti nella mucosa
bronchiale di fumatori con BPCO aventi
livelli di ostruzione bronchiale parago-
nata a soggetti normali non fumatori
(21). Segni di aumentata attivazione e
produzione di specie reattive dell'O, da
parte di tali cellule sono stati osservati
in fumatori (22-24). 1l liquido di lavaggio
bronchioloalveolare di fumatori con-
tiene un maggior numero di macrofagi
alveolari, con maggiore densita e produ-
centi maggiori quantita di anione supe-
rossido (22-24).

In aggiunta a cid, i macrofagi alveolari
di fumatori reduci da recente infezione
delle basse vie aeree rilasciano un’au-
mentata quantita di H,0,.

EFFETTI DANNOSI

DEL FUMO

Il danno epiteliale delle vie aeree & una
precoce ed importante conseguenza del-
I'esposizione al fumo, confermata dalla
conseguente aumentata permeabilita
dell’'epitelio. Quest'ultima, susseguen-
te alla deplezione glutationica, facilita
i processi inflammatori per I'afflusso di
neutrofili e macrofagi attivati, liberanti
a loro volta altri ossidanti (O,, H,0,). Un
secondo effetto & quello esplicato sul bi-
lancio proteasi-antiproteasi nel polmo-
ne. Questo pud manifestarsi attraverso
un aumentato carico di proteinasi (par-
ticolarmente elastasi neutrofila) o attra-
verso la menomazione funzionale dello
schermo antielastasico, riguardante
I'antielastasi delle vie di conduzione ae-
rea (l'inibitore della proteina del muco
bronchiale), e soprattutto I'antielastasi
del tratto respiratorio inferiore (I'inibito-
re dell'alfalproteinasi che ¢ il principale
antiproteasico nelle vie aeree, alfalPl).
Componenti fondamentali della matrice
polmonare (elastina, collagene) posso-

no essere direttamente danneggiate o
frammentate dagli ossidanti del fumo
(26). 1l danno da fumo pud manifestarsi
inoltre a livello del DNA attraverso l'at-
tivazione di fattori di trascrizione quali
il NF-KB e I'AP1, regolanti i mediatori
proinfiammatori e per I'espressione del
gene antiossidante protettivo.

METODICHE DI MISURA
DELLE SPECIE REATTIVE
DELL'O,

Per la misurazione dello stress ossidati-
vo in campo di malattie respiratorie, pili
che verso le rilevazioni su siero di san-
gue o urine come negli anni scorsi, le ri-
cerche si sono recentemente orientate a
livello locale, con particolare attenzione
al condensato espiratorio. In esso sono
infatti quantificabili i principali markers
biologici di stress ossidativo quali
I'H,0,, le sostanze reattive dell'acido
tiobarbiturico (TBARs) e I'8-isoprostano
(27).

FUMO E ANTIOSSIDANTI
Abbiamo informazioni decisamente li-
mitate sulle difese antiossidanti epite-
liali in fumatori (28). La protezione natu-
rale contro I'aumentata concentrazione
di H,0, & svolta dalla catalasi, e in am-
bito polmonare, dal glutatione.

Lanalisi del liquido di lavaggio bronco-
alveolare (BAL) di fumatori con BPCO
ha mostrato aumentata concentrazione
di glutatione in toto (libero e legato a
bisolfuro) (29). Rahman e coll. (30, 31)
hanno studiato gli effetti acuti dell’in-
stillazione endotracheale di condensato
di fumo sul metabolismo del glutatione
in vitro in una linea di cellule epiteliali
umane ed in vivo nei polmoni di ratto,
riscontrando deplezione glutationica in-
tracellulare tempo dipendente e conco-
mitante con la formazione di coniugati
del glutatione. Altri studi hanno mostra-
to modificazioni variabili degli ossidanti
nel BAL (32). E stato inoltre riportato
che il fumo aumenta il GSH nel liquido
epiteliale superficiale di fumatori croni-
ci, ma lo riduce nell’esposizione acuta al
fumo.

Una marcata deplezione sulfidrilica nel
polmone & stata osservata in vitro a
seguito di esposizione al fumo, il che
pud aiutare a spiegare la caduta delle



capacita antiossidanti nel plasma dopo
il fumo. Molti investigatori hanno misu-
rato i principali antiossidanti plasmatici
(acido ascorbico, alfatocoferolo, acido
urico e solfidrici) in fumatori (32, 33,
dimostrando deplezione di acido ascor-
bico, vit. E, betacarotene e selenio nel
siero di fumatori cronici.

Il liquido di lavaggio broncoalveolare di
fumatori si & mostrato meno ricco in vit.
E rispetto ai non fumatori (34). Il dato
netto & che la capacita antiossidante del
plasma ¢ significativamente ridotta dal
fumo (ed in pazienti con riacutizzazione
di BPCO) a paragone con quella di sog-
getti normali.

SOSPENSIONE
DEL FUMO

La sospensione del fu-
mo produce effetti sui
processi inflammatori
mucosali e sulla fun-
zione polmonare. E
stata infatti osservata
riduzione del numero
di macrofagi alveolari
e dei polimorfonucleati
in liquido di broncola-
vaggio dopo 6 mesi dal-
la cessazione del fumo
(35, 36). Ulteriori studi

dall’'eta dei pazienti. La frequenza del
declino di funzionalita respiratoria in
pazienti con BPCO moderata & ridotta
dalla cessazione del fumo, che poten-
zialmente diminuisce molte sorgenti
di stress ossidativo. Dimostrativa in tal
senso & l'osservazione della riduzione
del numero di macrofagi alveolari e
neutrofili nel liquido di lavaggio bron-
chiale (e del conseguente squilibrio
ossidanti-antiossidanti) di soggetti
che avevano sospeso il fumo per sei
mesi (37, 38).

Bosse e coll. hanno osservato un rapi-
do effetto benefico della cessazione del
fumo con ridotta percentuale di declino
del FEVI, anche in sog-
getti dai 50 ai 69 anni
(43). In un recente stu-
dio su pazienti che ave-
vano sospeso il fumo,
nei 6 mesi successivi
si manifestava miglio-
ramento del FEVI e
FEVI/FVC, ma tale ef-
fetto positivo non com-
pariva nei piu anziani
del gruppo (44).

Un quadro sufficiente-
mente indicativo degli
effetti del fumo e rela-
tiva cessazione & a no-

hanno evidenziato in-

vece persistenza dei processi infiam-
matori nelle vie aeree periferiche pur in
presenza di una migliorata funzionalita
respiratoria (37).

Inflammazione persistente era poi rile-
vata a livello delle vie aeree centrali e
periferiche in pazienti con bronchite
persistente dopo cessazione del fumo
(38, 39). E quindi evidente che il fumo
cronico pud manifestare i suoi effetti
sull’attivita metabolica e sui processi
mediati da fagociti polmonari per lun-
go tempo in ex fumatori (40). Del tutto
caratteristico & il comportamento dello
stress ossidativo in ex fumatori. Con-
centrazioni similari di H,0, sono state
riscontrate in fumatori in atto ed ex fu-
matori (41, 42).

Il fumo & il principale fattore ambien-
tale causante accelerato declino della
funzionalita respiratoria in adulti (4,
5). Gli effetti della cessazione del fumo
sono variabili e sembrano condizionati

stro parere reperibile
nello studio di Fletcher (4) e nel “Lung
Health Study” (5).

CONCLUSIONI

Il fumo di sigaretta & uno dei pil po-
tenti ossidanti a cui un essere umano
possa esporsi, e non soprende che es-
so costituisca il principale responsabile
di insorgenza e persistenza della BPCO,
mediante la sua duplice azione: diretta,
attraverso gli ossidanti in esso contenu-
ti, ed indiretta, attraverso stimolazione
delle cellule infiammatorie residenti e
reclutate, che una volta attivate produ-
cono sostanze reattive dell'O, (ROS).
Tra i molteplici danni da fumo annove-
riamo in prima battuta quello sull’epi-
telio respiratorio, l'inattivazione del-
I'antiproteasi, l'ipersecrezione mucosa,
I'aumentato sequestro di neutrofili nel
microcircolo polmonare e I'espressione
genica di mediatori proinfiammatori. La
cessazione del fumo produce altresi di-
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minuzione dell'inflammazione con ridu-
zione del numero di macrofagi alveolari
e neutrofili e diminuzione o arresto del
declino della funzionalita respiratoria.
La cessazione del fumo impoverisce
pertanto molte delle principali sorgen-
ti di stress ossidativo, modifica positi-
vamente la storia naturale della BPCO
e migliora qualita ed aspettativa di vita
(45).
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