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INTRODUZIONE  

Broncopneumopatia cronica ostruttiva: definizione e prevalenza 

La BPCO ( broncopneumopatia cronico-ostruttiva) è caratterizzata da una 

progressiva e per lo più irreversibile ostruzione delle vie aeree, 

supportata da un afflusso nel polmone di cellule infiammatorie che 

stabiliscono interazioni complesse e molto dinamiche con cellule 

residenti, come le cellule epiteliali (1-2). L’acronimo BPCO raggruppa 

malattie respiratorie diverse, come la bronchite cronica e l’enfisema 

polmonare, caratterizzate da un denominatore comune costituito dalla 

riduzione stabile del flusso espiratorio forzato, valutato con il parametro 

spirometrico FEV1. 

La complessità della BPCO è dovuta al coinvolgimento di alterazioni 

strutturali (infiammazione cronica e rimodellamento) sia delle vie aeree, 

centrali e periferiche, che del parenchima polmonare. 

La riduzione del flusso aereo che caratterizza tale patologia, è associata a 

una eccessiva risposta infiammatoria dei polmoni a particelle nocive e 

gas (3) ed è causata da almeno tre meccanismi:  

a) perdita di elasticità e distruzione degli “attacchi alveolari” delle vie 

aeree all’interno del polmone come risulta nell’enfisema, ciò porta alla 
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riduzione del ritorno elastico polmonare e alla chiusura delle piccole vie 

aeree durante l’espirazione;  

b) alterazioni a carico delle piccole vie aeree (bronchiolite ostruttiva) e 

conseguente ispessimento delle pareti dovuto sia all’infiltrazione delle 

cellule infiammatorie che a cambiamenti strutturali;  

c) ostruzione delle piccole vie aeree a seguito della secrezione mucosa.  

Negli ultimi decenni tale malattia è divenuta un vero e proprio problema 

sociale, la BPCO rappresenta infatti la quarta causa di morte negli USA, 

dopo le cardiopatie, le neoplasie e le malattie cerebrovascolari e la terza 

in Europa. Si prevede che tra circa dieci anni costituirà in assoluto in 

tutto il mondo, la quinta malattia più frequente e la terza causa di morte. 

La prevalenza di questa malattia nella popolazione adulta è del 6-8% e 

colpisce in genere soggetti di età superiore ai 55-60 anni (4). A seconda 

della severità della BPCO, il tasso di mortalità a 5 anni varia dal 40% al 

70%. Ciò significa che, pur essendo la BPCO fondamentalmente una 

malattia infiammatoria cronica di tipo benigno, essa presenta a lungo 

termine, una prognosi severa con un tasso di mortalità molto alto legata a 

complicanze della BPCO, nonché a neoplasie polmonari e malattie 

cardiovascolari. Diversi sono gli studi che mostrano un incremento del 

rischio di mortalità nelle fasi di riacutizzazione della BPCO. La tendenza 
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in aumento nell’incidenza della BPCO, sia in termini di morbilità che di 

mortalità, porta ad un incremento progressivo dei costi sociali che è da 

ricondurre all’abuso del fumo di tabacco e all’aria che respiriamo sempre 

più inquinata, tali fattori associati all’allungamento della vita media 

fanno sì che tale patologia sia più diffusa nei paesi più industrializzati. 

Da qui l’importanza di una diagnosi precoce e di terapie mirate della 

BPCO, al fine di ridurre il deterioramento della funzione polmonare e 

migliorare la qualità di vita dei pazienti. 

E’ quindi necessario stimolare la ricerca, sia di base che clinico-

farmacologica, al fine di approfondire e ampliare le conoscenze dei 

meccanismi che sottendono questa importante patologia per migliorarne 

il controllo e ridurne la mortalità. 

Classificazione di gravità 

La classificazione più comunemente utilizzata si basa sulla stadiazione 

proposta dalle linee guida internazionali GOLD (Global iniziative for 

chronic Obstructive Lung Disease) (4) per la diagnosi, la gestione e la 

prevenzione della BPCO e  prevede 5 stadi di gravità compreso uno 

stadio 0 di soggetti a rischio (Tab. 1). Tale classificazione tiene conto dei 

valori di funzionalità respiratoria ed in particolare dell’entità di 

ostruzione bronchiale, valutata dai parametri: FEV1, volume espiratorio 



 6 

forzato in un 1 secondo dopo broncodilatazione e FEV1/FVC o indice di 

Tiffeneau ovvero la capacità vitale forzata in 1 secondo. L’entità 

dell’ostruzione bronchiale e pertanto della gravità della BPCO è perciò 

valutata mediante un esame spirometrico, che costituisce la tecnica di 

misurazione della funzionalità respiratoria più diffusa è riproducibile (5).  

STADIO CARATTERISTICHE 

0: a rischio Sintomi cronici (tosse, espettorazione)  

spirometria normale 

I: lieve FEV1/FVC<70%; FEV1>80% del teorico 

tosse cronica con espettorato 

II: moderata FEV1/FVC<70%; 50%≤FEV<80% del teorico 

tosse cronica con espettorato, dispnea da sforzo 

III: grave FEV1/FVC<70%; 30%≤FEV<50% del teorico 

sintomi progressivi, frequenti riacutizzazioni,  

qualità di vita compromessa 

IV: molto grave FEV1/FVC<70%; FEV<30% del teorico 

qualità di vita gravemente compromessa riacutizzazioni  

anche mortali  

Tab. 1 Classificazione di gravità della BPCO. FEV1: volume espiratorio forzato in un 

1 secondo; FEV1/FVC o indice di Tiffeneau (capacità vitale forzata in 1 secondo)  

Fattori di rischio di BPCO 

La BPCO è una malattia ad eziologia multifattoriale, ossia è dovuta a una 

serie di fattori di rischio esogeni ed endogeni che, singolarmente o in 

sinergia, determinano il grado di suscettibilità del soggetto allo sviluppo 

della malattia. I fattori che favoriscono l’insorgenza della BPCO possono 
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essere divisi in endogeni ed esogeni (Tab. 2). Tra questi ultimi il 

principale è il fumo di sigaretta, seguito dagli inquinanti atmosferici 

(gassosi e particolati), sia esterni (inquinamento da traffico veicolare, 

inquinanti chimici industriali, ecc.), che interni (abitazioni e luoghi di 

lavoro). 

Tab.2 Fattori di rischio di BPCO 

 

L’ipotesi che, insieme alla componente patogenetica esogena ve ne sia 

una endogena di predisposizione individuale, è confermata dal fatto che 

non tutti i fumatori, anche tra i più forti, contraggono la malattia. Si 

ritiene che abbia importanza anche l’esposizione precoce, nell’infanzia, a 

fattori di rischio ambientali. Sui fattori genetici coinvolti nella patogenesi 

della BPCO, oggi si conosce molto poco, l’unica anomalia fino ad ora 

FATTORI DI RISCHIO ENDOGENI  FATTORI DI RISCHIO ESOGENI 

• Razza 
• Sesso 
• Anamnesi familiare positiva per 

BPCO 
• Pattern genico predisponente lo 

sviluppo di BPCO 
• Deficit di α-1-antitripsina 
• Basso peso alla nascita 
• Malattie respiratorie durante l’infanzia 
• Atopia (elevati livelli di IgE) 
• Iper-reattività bronchiale 
• Suscettibilità individuale ai fattori di 

rischio 

• Fumo di tabacco 
• Esposizione lavorativa 
• Inquinamento outdoor 
• Inquinamento indoor 
• Esposizione a fumo di tabacco 

ambientale 
• Abuso di alcool 
• Dieta povera di frutta 
• Basso livello di stato socio-

economico 
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identificata che ha un ruolo accertato, è il deficit ereditario di α1-

antitripsina, una glicoproteina ad attività antiproteasica prodotta dal 

fegato. Tale proteina diffonde dal sangue nelle strutture alveolari dove 

esercita una funzione protettiva, tutelando l’integrità del parenchima 

polmonare dall’effetto autolesivo degli enzimi proteolitici rilasciati 

soprattutto dai neutrofili. L’eredità in omozigosi di tale mutazione 

comporta una ridotta disponibilità dell’antiproteasi con conseguente 

spostamento dell’equilibrio proteasi - antiproteasi verso la distruzione del 

polmone e relativo enfisema. 

Il fumo di sigaretta rappresenta per l’80-90% il principale fattore di 

rischio nell’insorgenza della BPCO, l’esposizione cronica al fumo di 

tabacco aumenta di circa  10 volte il rischio di contrarre la malattia, 

accelerando il declino fisiologico della funzione respiratoria. Le particelle 

tossiche e volatili presenti nel fumo hanno un ruolo chiave nel 

determinare alcuni eventi considerati cruciali nella patogenesi della 

BPCO.  Tra questi l’ infiammazione del polmone dovuta al  richiamo di 

macrofagi e neutrofili; l’aumento dello stress ossidativo; un alterato 

equilibrio tra le proteasi e l’antiproteasi nel polmone (6); l’ 

ipersecrezione mucosa, determinata da iperplasia ghiandolare e 

incremento numerico delle cellule caliciformi presenti a livello 
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dell’epitelio; la riduzione dell’efficienza della clearance mucociliare, a 

causa di un’ alterazione dell’integrità strutturale dell’epitelio e paralisi 

del battito ciliare (Fig. 1). Tutta questa serie di eventi  determinano un 

danno tissutale che oltre a creare un vero e proprio ingombro a livello 

delle vie aeree,  ne aumentano la suscettibilità alle infezioni i cui agenti 

eziologici prevalenti sono lo Streptococcus pneumonie, l’Haemophilus 

influenzae, lo Pseudomonas aeruginosa. 

 

Fig. 1 Risposta infiammatoria al fumo di sigaretta e patogenesi BPCO  

 

L’infiammazione a livello del polmone, può essere anche una 

conseguenza dell’attivazione della risposta innata alle particelle tossiche 

e ai gas presenti nel fumo di sigaretta (8). A livello clinico, la BPCO è 
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caratterizzata dalla presenza di ricorrenti infezioni delle vie aeree che 

giocano un ruolo cruciale nella progressione della malattia e nel declino 

della funzione respiratoria (9-10). 

Ruolo dell’epitelio respiratorio e risposta immunitaria innata 

L’epitelio respiratorio rappresenta una delle porte d’ingresso  per i 

patogeni e utilizza i meccanismi di difesa dell’immunità innata per 

prevenirne l’infezione e la colonizzazione (11). Non rappresenta quindi 

una semplice e statica barriera meccanica, ma un’importante interfaccia 

con l’ambiente, un sistema dinamico che partecipa attivamente alla 

risposta immunitaria. L’epitelio delle vie aeree previene la 

colonizzazione dei patogeni inalati in tre modi: 1) grazie al movimento 

fisico delle ciglia e alla tosse; 2) mediante il rilascio di sostanze ad azione 

antimicrobica diretta come il lisozima, la lattoferrina, le β-defensine, 

l’ossido nitrico (NO); 3) inducendo un network di segnalazioni che 

determinano in prima linea il reclutamento dei fagociti e 

successivamente, se necessario, l’instaurarsi dell’immunità adattativa 

(12). Una componente chiave dell’immunità naturale e dei meccanismi di 

difesa naturali contro le infezioni batteriche è rappresentata dalla famiglia 

dei recettori toll like (TLR) (13).  
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Recettori Toll Like (TLR) 
 
Il gene codificante la proteina recettoriale “toll” venne identificato, circa 

20 anni or sono, come protagonista delle risposte difensive 

antimicrobiche umorali e cellulari della Drosophila. Solo qualche anno 

più tardi, recettori con analoga funzione vennero identificati nel 

mammifero. Fino ad oggi si conoscono nell’uomo 10 differenti proteine 

transmembrana appartenenti alla famiglia TLR, capaci di riconoscere sia 

componenti virali che batteriche. I TLR sono espressi da diversi tipi 

cellulari: cellule dendritiche, macrofagi, neutrofili, cellule epiteliali ed 

endoteliali. Ad oggi è chiaro che tali recettori non hanno un unico modo 

di agire, ma possiedono distinte funzioni a seconda del tipo cellulare e 

del tessuto sui cui sono espressi (14). I TLR sono caratterizzati dalla 

presenza di un dominio extracellulare LRR ricco in leucine e un dominio 

intracellulare TIR simile al recettore per l’interleuchina 1 (Fig. 2) 

 

Fig. 2  Struttura TLR 
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Una volta attivati dai PAMPS (pathogen-associated molecular patterns),  

i TLR determinano a loro volta l’attivazione di MAPK e del fattore di 

trascrizione NFKB che promuove la sintesi e il rilascio di mediatori 

solubili  pro-infiammatori come l’IL-8 e di prodotti ad azione 

antimicrobica come la β-defensina 2 (HBD2) (15-16). La funzione 

principale dei TLR è quella di riconoscere e avviare la risposta ai 

microorganismi patogeni, ma recentemente è stato visto che tali recettori 

sono in grado di riconoscere ligandi endogeni, chiamati anche “segnali di 

danno”, quali cellule necrotiche, proteine Heat shock, frammenti di 

rottura della matrice extracellulare, radicali liberi che vengono rilasciati a 

seguito di un danno tissutale, infezione o necrosi cellulare (Fig. 3).  

 

Fig. 3  Partecipazione dei TLR all’infiammazione  
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In particolare tra i TLR, il TLR4 che riconosce il lipopolisaccaride dei 

batteri Gram-negativi e il TLR2 che riconosce i componenti dei batteri 

Gram-positivi, rappresentano tra i  più importanti e conosciuti recettori 

dell’immunità innata (17). Per quanto riguarda il TLR4, la risposta 

cellulare all’endotossina richiede la cooperazione di quattro proteine, 

ovvero LBP (LPS binding protein), CD14, MD2 e lo stesso TLR4. 

L’epitelio in condizioni normali esprime solo poche molecole di TLR4, 

in modo da mantenere una condizione di iporesponsività all’endotossina. 

L’esposizione a specifici batteri e la cooperazione tra LBP, CD14, MD2 

a livello delle cellule epiteliali determina l’attivazione del pathway del 

TLR4 (18).  

Il rilascio di HBD2, a seguito dell’attivazione del TLR4,  contribuisce ad 

amplificare la risposta immunitaria innata agendo come ligando 

endogeno del TLR4 (19).  Nella BPCO numerosi sono gli eventi che 

contribuiscono ad alterare le difese innate dell’ospite, quali l’aumento in 

circolo dei ROS (20) e l’over-expression di catepsine che causa un 

aumento della degradazione di HBD2  (21). 

Tali eventi nel complesso possono contribuire a favorire le infezioni 

batteriche e le colonizzazioni che si osservano frequentemente nei 

pazienti con BPCO. L’infiammazione nel polmone persiste per anni dalla 



 14 

cessazione dell’esposizione al fumo di sigaretta. Recenti evidenze 

inquadrano la BPCO come una possibile malattia autoimmunitaria 

avviata dal fumo di sigaretta. A seguito del danno indotto ai tessuti il 

fumo di sigaretta determina la liberazione di prodotti che sono in grado di 

attivare il sistema immunitario innato (22) (Fig. 4). 

 

Fig. 4. Risposta iniziale al fumo di sigaretta  

 

Dall’altro lato la presenza di ripetute infezioni delle vie aeree gioca un 

ruolo cruciale nella patogenesi della BPCO e nel declino delle funzioni 

respiratorie.  Sebbene in vitro l’esposizione al fumo di sigaretta alteri 

l’espressione e l’attivazione del TLR4 in una linea di cellule epiteliali 

bronchiali (23), non è noto se tale fenomeno avvenga in vivo, se 

l’espressione sia differentemente alterata a vari livelli dell’albero 

bronchiale e se questa sia associata a un’alterata espressione di HBD2 e 

di markers proinfiammatori. E’ probabile che nei pazienti con BPCO, a 
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livello epiteliale, l’attivazione dei TLR sia alterata  e che vi sia 

un’attivazione preferenziale del pathway pro-infiammatorio piuttosto che 

quello difensivo. La ridotta produzione o attivazione di HBD2 può 

determinare una maggiore suscettibilità alle infezioni e colonizzazioni 

microbiche. 

La terapia farmacologica della BPCO 
 
La terapia farmacologica della BPCO ha l’obiettivo di prevenire e di 

controllare la sintomatologia, diminuire la frequenza e la gravità delle 

riacutizzazioni, migliorare le condizioni generali e la tolleranza 

all’esercizio fisico.  

I farmaci attualmente indicati nella terapia della BPCO sono costituiti da: 

1) broncodilatatori (farmaci β2-agonisti selettivi, anticolinergici, 

metilxantine) 

2) glucocorticoidi 

3) farmaci di altro tipo (vaccini, antibiotici, terapia con α1-antitripsina, 

mucolitici, antiossidanti, immunoregolatori ecc.)  

Nessuna delle classi di farmaci attualmente impiegati nella BPCO è in 

grado di modificare la progressiva diminuizione della funzionalità 

respiratoria che caratterizza questa patologia (24). Attualmente soltanto la 
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sospensione dell’abitudine al fumo di sigaretta è in grado di ridurre la 

progressione della BPCO. Da qui l’esigenza di sviluppare nuove classi di 

farmaci che possano controllare il processo infiammatorio e distruttivo 

che caratterizza la BPCO. Negli ultimi anni gli studi si stanno 

concentrando su una nuova classe di farmaci: gli inibitori della 

fosfodiesterasi (PDE). 

Il Cilomilast (CIL) appartiene alla classe degli inibitori delle 

fosfodiesterasi (PDE), enzimi responsabili dell’idrolisi dell’AMPc, in 

particolare delle PDE4. La PDE4 è l’isoenzima che principalmente è 

coinvolto nel metabolismo dell’AMPc nelle cellule infiammatorie del 

sistema immune, quali neutrofili, macrofagi, cellule T, cellule endoteliali. 

Le cellule epiteliali dell’apparto respiratorio esprimono prevalentemente 

la PDE4, mentre le altre fosfodiesterasi mostrano una minore attività 

(25). L’inibizione della PDE4, determina un incremento dei livelli di 

AMPc ed una riduzione dell’attivazione delle cellule infiammatorie delle 

vie respiratorie. L’AMPc è un secondo messaggero che sopprime 

l’attività di molte cellule infiammatorie e promuove il rilassamento della 

muscolatura liscia delle vie aeree, garantendo così un miglioramento 

dell’entità del restringimento delle vie aeree e dei danni dovuti 

all’infiammazione. Inibitori non selettivi delle fosfodiesterasi, quali la 
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teofillina e le metilxantine sono utilizzati nella gestione dei pazienti 

BPCO già da anni, tuttavia  il loro uso è limitato a causa degli effetti 

collaterali associati all’utilizzo della teofillina come il vomito, nausea, 

mal di testa, nervosismo, disturbi gastrointestinali.  

Inibitori selettivi delle PDE4 hanno mostrato proprietà anti-

infiammatorie in vitro e in vivo (26)  associate ad un miglioramento delle 

condizioni cliniche del paziente (27, 28).  Lo sviluppo di inibitori 

selettivi delle PDE4 fornisce nuove speranze per la terapia dei pazienti 

BPCO, grazie agli effetti anti-infiammatori e broncodilatatori e alla 

presenza di un minor numero di effetti collaterali rispetto agli inibitori 

non selettivi. Inoltre gli inibitori della PDE4 hanno una minore variabilità 

farmacocinetica e un più basso potenziale di interazioni farmacologiche 

rispetto al teofillina che ne rende più facile l’utilizzazione (29).  

La somministrazione del Cilomilast ha mostrato nei pazienti: 

- riduzione della bronco-costrizione 

- riduzione dell’infiammazione e quindi del successivo danno ai  

tessuti  

- riduzione della tosse e della dispnea. 

Il Cilomilast quindi determina un miglioramento dello stato ostruttivo e 

infiammatorio delle vie aeree e pertanto può rappresentare un nuovo 
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approccio nel trattamento farmacologico della BPCO. Tuttavia ad oggi 

non è noto se il Cilomilast è in grado di modulare la risposta delle cellule 

epiteliali bronchiali al fumo di sigaretta e all’endotossina batterica. 

 

OBIETTIVI DELLA RICERCA  
 

 In questo studio il nostro obiettivo è stato quello di valutare : 
 

• se nella BPCO un’attivazione cronica o a una carente risposta 

dell’immunità innata, potesse correlare con l’espressione rispettivamente 

di TLR4 e HBD2 sia a livello delle vie aeree centrali che distali; 

• se fosse presente a livello dell’epitelio delle vie aeree 

un’alterazione dell’espressione genica di  HBD2; 

• se il Cilomilast  potesse modulare la risposta infiammatoria delle 

cellule epiteliali respiratorie indotta dall’esposizione all’estratto di fumo 

di sigaretta (CSE) e all’endotossina batterica (LPS). A tal fine abbiamo 

studiato gli effetti del farmaco sull’espressione del TLR4, sul rilascio di 

citochine, sulla chemiotassi di cellule infiammatorie e sull’attivazione di 

fattori di trascrizione coinvolti nel pathway di segnalazione del TLR4. 
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MATERIALI E METODI  

Caratteristiche dei pazienti 

I campioni chirurgici, provenienti da pazienti operati di tumore 

polmonare presso la struttura ospedaliera ISMETT-Palermo, sono stati 

prelevati da aree del polmone indenni e lontane dal tumore. Lo studio è 

stato approvato dal comitato etico dell’ISMETTT (#149311-29/05/2006) 

e per ciascun paziente è stato ottenuto il consenso informato. 

Per ciascun paziente è stato calcolato il numero di pacchi/anno = (numero 

di sigarette fumate al giorno x numero di anni di fumo)/20. 

I campioni sono stati selezionati in accordo con i criteri del Global 

Iniziative for Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD) e suddivisi in 

quattro gruppi: 

1) fumatori sani (S) (> 15 pacchi/anno) (GOLD 0) (12 pazienti);  

2) fumatori con BPCO (s-BPCO) ( > 15 pacchi/anno) (GOLD1-2) ( 17 

pazienti);  

3) ex fumatori con BPCO (ex-BPCO) ( > 15 pacchi/anno,  hanno smesso 

di fumare da più di un anno) (ex GOLD1-2) (8 pazienti);  

4) sani ex/non fumatori (C) ( <5 pacchi/anno) (13 pazienti) (Controlli).  

I pazienti BPCO sono stati classificati sulla base dei parametri 

preoperatori della funzionalità polmonare, valutata tramite esame 
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spirometrico, considerata la tecnica di misurazione della funzionalità 

respiratoria più diffusa e riproducibile (9).  In particolare sono stati presi 

in considerazione i parametri spirometrici: FEV1 (volume espiratorio 

forzato in 1 sec) e l’indice di Tiffeneau indicato come FEV1/FVC 

(capacità vitale forzata in 1 secondo). I pazienti BPCO mostravano un 

valore di FEV1 <80% o un indice FEV1/FVC <70% ed un effetto indotto 

da un farmaco broncodilatatore (salbutamolo) inferiore al 12%. I pazienti 

non erano sottoposti a terapia corticosteroidea inalatoria o sistemica né a 

terapia antibiotica e non erano andati incontro ad esacerbazioni durante il 

mese precedente lo studio. Inoltre i pazienti risultavano negativi allo skin 

prik test per i comuni allergeni e non presentavano storia di asma o rinite 

allergica.  

Per ciascun paziente sono state utilizzate sezioni di biopsie bronchiali e 

di parenchima polmonare. 

Immunoistochimica   
 
Le vie aree sono state classificate in centrali e distali in base alla 

lunghezza del perimetro della membrana basale, rispettivamente con un 

perimetro interno > 6 mm e  ≤ 6 mm (30). Le sezioni sono state dapprima 

deparaffinate, immergendo i vetrini in xylene, reidratate in  soluzioni 
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d’etanolo a concentrazione decrescente (100%; 80%; 50%), quindi  

immersi in TBS per 10 min.  

Per consentire un miglior riconoscimento dell’antigene da parte 

dell’anticorpo le sezioni sono state incubate a 95°C in una soluzione 

alcalina a pH 9, per 45 min., cui ha fatto seguito una fase di Blocking in 

BSA 0,5% in TBS, per evitare binding aspecifici e l’incubazione con gli 

anticorpi: anti-TLR4 (Santa Cruz), anti-HBD2 (Santa Cruz) 1:10, O.N. a 

4°C; il controllo negativo è stato preparato incubando la sezione con 

immunoglobuline di rabbit (Dako). Al termine si è passati alla fase di 

sviluppo in fosfatasi alcalina (Dako), la contro-colorazione in 

ematossilina e il montaggio dei vetrini in glicerolo. 

Quantizzazione  della colorazione 
 
La quantizzazione della colorazione è stata effettuata contando al 

microscopio ottico le cellule epiteliali che sono risultate positive alla 

colorazione mentre la misurazione della membrana basale è stata 

effettuata all’analizzatore d’immagini tramite il programma Leica 

Application Suite V3. La positività per HBD2 è espressa dal rapporto: n° 

cellule epiteliali positive/lunghezza in mm di membrana basale. 
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Microdissezione laser 

La microdissezione laser (LMD) è stata effettuata utilizzando il 

microdissettore Leica AS LMD (Leica Microsystems, Germany) (31). 

Frammenti di tessuto polmonare dell’albero bronchiale di soggetti s-

BPCO ed ex-BPCO sono stati immersi in Tissue-Tek OCT (Sakura 

Finetek Europa BV, Zoeterwoude, The Netherlands), raffreddati in 

isopentano e congelati rapidamente  in azoto liquido prima della 

conservazione a  –80°C.  Quindi sono stati tagliati al criostato in sezioni 

di 5 µm che sono state fissate su appositi vetrini Membrane Slides (Leica, 

Germany), pretrattati ai raggi UV per 20 min.  I vetrini sono stati 

dapprima posti in etanolo freddo 70% per 1 minuto e poi sottoposti ad 

una rapida colorazione (10 secondi) attraverso passaggi in acqua RNAse-

free, soluzione di ematossilina di  Mayer, acqua e per finire in etanolo al 

95% e al 100%. Le cellule epiteliali, riconosciute dalle loro 

caratteristiche morfologiche, sono state  microdissecate, raccolte in un 

tubo eppendorf e processate. 

Real time PCR 
 
La Real time PCR è stata effettuata come precedentemente descritto (32). 

L’estrazione di RNA totale dai tessuti microdiseccati dei soggetti s-
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BPCO ed ex-BPCO e dalle cellule 16HBE trattate con IL-1 e CSE, è stata 

effettuata utilizzando RNAeasy Microkit (Qiagen, Milan,  Italy). Per la 

retrotrascrizione, è stato utilizzato il kit Superscript First-Strand 

Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). La Real 

time PCR per il gene umano HBD2, è stata effettuata utilizzando ABI 

PRISM 7900 HT Sequence Detection Systems (Applied Biosystems, 

Foster City, CA, USA) e specifici probe FAM-labeled e primers (Applied 

Biosystems, TaqMan Assays on Demand). L’espressione del gene per 

GAPDH è stata utilizzata come controllo endogeno per la 

normalizzazione. La quantizzazione relativa di mRNA è stata effettuata 

col metodo comparativo CT (Cycle Threshold). 

Preparazione dell’estratto di fumo di sigaretta (CSE) 
 
Per lo studio in vitro sono state utilizzate sigarette (Marlboro). L’estratto 

di fumo di sigaretta è stato preparato come descritto in precedenza (23). 

L’estratto  di una sigaretta è stato solubilizzato in 25 ml di PBS,  la 

soluzione ottenuta è stata  filtrata attraverso un filtro di 0.22 µm e 

successivamente diluita per essere utilizzata in ciascun esperimento. La 

concentrazione di CSE è stata determinata allo spettrofotometro ad una 

lunghezza d’onda di 320 nm. Poichè la media delle densità ottiche 

osservate per l’estratto preparato da una sigaretta era di 1.37 ± 0.16, le 
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variazioni di concentrazione  sono state considerate trascurabili. La 

concentrazione di CSE utilizzata nei diversi esperimenti era pari al 10% 

del volume finale utilizzato per ogni saggio. 

Trattamento delle cellule epiteliali bronchiali 16HBE  
 
Per lo studio in vitro, sono state utilizzate le 16HBE (Human Bronchial 

Epithelial cell line), una  linea di cellule epiteliali bronchiali umane 

immortalizzate con SV40. 

Le 16HBE sono state mantenute in MEM  (Gibco, BRL, Germany), 

addizionato con 10% fetal calf serum (FCS) (Gibco), 0.5 % gentamicin 

(Gibco), 1% glutammina (Gibco), 2,5% Hepes (Gibco), 1% MEM 

(aminoacidi non essenziali) (Gibco) (23). Le colture cellulari sono state 

mantenute in atmosfera umidificata al 5% CO2 e alla temperatura di 

37°C. Le cellule sono state trattate con IL1 (30 ng/ml) (R&D System , 

Minneapolis, MN), endotossina batterica (LPS 1 µg/ml) (Sigma-Aldrich, 

St Louis, MO), estratto di fumo di sigaretta (CSE 10%) e Cilomilast 

(1µM, 10µM) (GlaxoSmithKline)  per 18 ore per i saggi di 

Citofluorimetria, Real Time PCR e Chip assay, per 3h e 20 min per 

l’analisi rispettivamente dei fattori di trascrizione IKBα ed ERK1/2. Al 
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termine del trattamento si è proceduto alla lisi delle cellule e l’estratto è 

stato sottoposto a saggi di Real Time PCR, Western-blot e CHIP assay.  

Citofluorimetria 
 
Per le analisi citofluorimetriche è stato utilizzato il citofluorimetro 

Becton Dickinson FACSCalibur. Sono stati acquisiti 10.000 eventi per 

campione e l’analisi è stata fatta utilizzando il programma cellQuest 

(Becton Dickinson BD). Per la valutazione della HBD2 intracellulare, le 

16HBE furono fatte crescere O.N. in presenza di GolgiStop (2 µM) (BD 

PharMingen). Furono quindi lavate due volte con PBS contenente 1% di 

FCS e fissate con PBS1X al 4% paraformaldehyde per 20 min a 

temperatura ambiente. Al termine furono effettuati lavaggi con soluzione 

permeabilizzante (PBS contenente 1% FCS, 0.3% saponin, e 0.1% Na 

azide) e quindi incubate in successione, prima con un anticorpo primario 

policlonale rabbit anti-HBD2 (1:100) (Santa Cruz Biotechnology) e poi 

con un anticorpo secondario fluorescente anti-rabbit IgG FITC (Dako). 

Per il controllo negativo sono state utilizzate immunoglobuline di rabbit 

(BD PharMingen).  Per la valutazione del TLR4 le cellule sono state 

incubate al buio  (30 min, 4°C) con PE anti-human TLR4 monoclonal 

mouse antibody  (eBioscence San Diego CA), per il controllo negativo 

sono state utilizzate immunoglobuline di mouse (Dako).  Al termine i 
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campioni furono letti al citofluorimetro. I risultati sono espressi o come 

percentuale di cellule positive  o come intensità media di fluorescenza 

(MFI). Ogni saggio è stato replicato per 5 volte. 

Western Blot 
 
La valutazione dell’espressione di p-IkBα, t-IkBα, p-ERK1/2, t-

ERK1/2, è stata effettuata tramite western blot. E’ stato utilizzato un gel 

di policrilammide al 10% e sono state caricate 40 µg di proteine totali. 

Alla corsa elettroforetica è seguito il trasferimento su membrana, il 

blocking (5% No Fat Dry Milk in PBS-T) e l’incubazione con gli 

specifici anticorpi primari: anticorpo policlonale di rabbit anti-p-

IkBα (1:500) (Cell Signaling Technology Inc), anticorpo policlonale di 

rabbit anti-t-IkBα (1:1000) (Cell Signaling Technology Inc),  anticorpo 

policlonale di rabbit anti-p-ERK 1/2 (1:500) (Cell Signaling Technology 

Inc),  anticorpo policlonale di rabbit anti-t-ERK1/2 (1:500) (Cell 

Signaling Technology Inc), anticorpo policlonale mouse anti-β-actina 

(1:10000) (SigmaAldrich). Al termine le membrane sono state incubate 

con l’anticorpo secondario anti-rabbit HRP (1:10000) (SigmaAldrich), o 

anti-mouse HRP (1:1000) (SigmaAldrich). La rivelazione è stata 

effettuata tramite sistema in chemioluminescenza ECL (GE Healthcare, 
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Chalfont St. Giles, UK) e successiva esposizione della lastra fotografica.  

Le immagini relative sono state acquisite allo scanner EPSON GT-6000 e 

la quantizzazione della densità delle bande è stata fatta utilizzando il 

programma Health Image analysis 1.61. I dati sono stati espressi come 

rapporto dell’intensità della banda della proteina fosforilata o totale verso 

la corrispondente β-actina,  utilizzata come proteina housekeeping. 

Chip assay  
 
Il Chip assay è stato effettuato seguendo le specifiche istruzioni del kit 

EZ-Chip kit (Upstate-Millipore Corporate-Billerica, MA). A seguito del 

trattamento per 18h con IL1 (30 ng/ml), CSE (10%), le cellule 16HBE 

sono state fissate in paraformaldeide al 37% e lisate, l’estratto ottenuto fu 

sonicato in modo da ottenere dei frammenti di cromatina della lunghezza 

di 200-1000 bp. I campioni sono stati quindi immunoprecipitati 

utilizzando un anticorpo anti-human NFKB e gli immunocomplessi di 

DNA e proteine, precipitati utilizzando la Proteina AG agarose. Quindi il 

DNA è stato purificato utilizzando le colonnine fornite dal kit. Il DNA 

isolato è stato amplificato mediante PCR, utilizzando i primer verso la 

regione promotrice del gene HBD2, che presenta il sito di legame per 

NFKB.  I primer utilizzati sono stati: 
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 forward 5′-GGTGTGAATGGAAGGAACTCA-3′, reverse 5′-

TTCAGCTCCTGGGGATGATAC-3′ (33). 

Chemiotassi dei neutrofili e linfociti 
 
I neutrofili e i linfociti sono stati isolati da sangue periferico di soggetti 

donatori sani (34, 35). 

La chemiotassi dei neutrofili e dei linfociti è stata effettuata tramite micro 

chamber (Costar Neuro Probe Inc) come descritto in precedenza (34, 35). 

Come stimoli chemiotattici sono stati utilizzati i mezzi condizionati (MC) 

delle cellule 16HBE trattate con CSE (10%), LPS (1µg/ml), Cilomilast 

(1µM) per 18h e come controllo sono state utilizzate aliquote del solo 

mezzo di coltura al quale sono stati addizionati e mantenuti per 18h il 

CSE, LPS, Cilomilast. Al microscopio ottico sono state contate il numero 

di cellule migrate (5 campi per pozzetto). Ogni saggio è stato replicato 

per 5 volte.  

ELISA 
 
I mezzi condizionati (MC) delle cellule 16HBE trattate con CSE (10%), 

LPS (1µg/ml), Cilomilast (1µM) per 18h, sono stati utilizzati per dosare 

l’IL-8 e l’IP-10. Sono stati utilizzati kit commerciali seguendo le 

istruzioni allegate. Per il dosaggio dell’IL-8 è stato utilizzato il kit ELISA 
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IL-8 ( GE Healthcare, Chalfont St. Giles, UK) (sensibilità < 5 pg/ml), per 

il dosaggio dell’IP-10 è stato utilizzato il kit ELISA IP-10 ( Quantikine 

R&D Systems, Minneapolis, MN) (sensibilità = 1,67 pg/ml).  

Statistica  
 
I dati relativi allo studio ex-vivo sono stati espressi come mediane ± 

deviazione standard. I test Kruskal Wallis e Mann Whitney sono stati 

utilizzati per confrontare i dati relativi ai vari gruppi di pazienti. I dati 

relativi ottenuti dallo studio in vitro sono stati valutati con analisi della 

varianza (ANOVA). P<0.05 è stato accettato come significativo dal punto 

di vista statistico. Lo Spearman-test è stato utilizzato per le correlazioni. 
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RISULTATI  

Caratteristiche demografiche dei pazienti 

Le caratteristiche demografiche dei pazienti e i valori della funzionalità 

respiratoria dei gruppi di pazienti studiati sono mostrati nella Tab. 3. 

Tutti i pazienti dei vari gruppi hanno età simile. Il numero pacchi/anno è 

più elevato nei fumatori BPCO che negli ex-fumatori BPCO (p<0.01). 

 

Tab.3 Caratteristiche demografiche dei pazienti 
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Espressione di TLR4 nell’epitelio delle vie aeree distali e centrali 
 
Dati della letteratura mostravano che il fumo di sigaretta interferiva con 

la risposta immunitaria innata dell’epitelio respiratorio (36) per cui 

abbiamo voluto valutare l’espressione dei TLR4 nelle cellule epiteliali 

delle vie aeree distali e centrali dei soggetti controllo (C), fumatori sani 

(S), fumatori con BPCO (s-BPCO), ex fumatori con BPCO (ex-BPCO). 

L’espressione del TLR4 è aumentata nell’epitelio delle vie aeree distali, 

nei fumatori, nei fumatori BPCO e negli ex-fumatori BPCO rispetto ai 

soggetti controllo (Fig. 5 A). Nell’epitelio delle vie aeree centrali 

l’espressione del TLR4 risulta aumentata nei fumatori sani e nei fumatori 

BPCO rispetto ai soggetti controllo e l’espressione del TLR4 è più 

elevata nei fumatori sani rispetto ai fumatori BPCO (Fig. 5 A’). Sia le 

cellule epiteliali basali che colonnari esprimono il TLR4. 
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A                                                  A’ 

 

    B     

 

   B’     

   

Fig. 5 Espressione di TLR4 nell’epitelio delle vie aeree distali e centrali. Valutazione 

tramite immunoistochimica dell’espressione di TLR4 nell’epitelio delle vie aeree 

distali (A) e centrali (A’). La positività per TLR4 è espressa dal rapporto: n° cellule 

epiteliali positive/lunghezza in mm di membrana basale. Ogni punto è 

rappresentativo del valore di positività calcolato per ogni paziente, la barra 

orizzontale rappresenta il valore della mediana. * p<0.05 calcolato con Mann-

Whitney U test. Per ogni gruppo di pazienti è stata scelta un’immagine 

rappresentativa l’espressione di TLR4 a livello epiteliale delle vie aeree distali (B) e 

centrali (B’). L’espressione di TLR4 è visibile come colorazione rossa, ad un 

ingrandimento 400X. Il controllo negativo (200X) è stato preparato incubando la 

sezione con immunoglobuline di rabbit (Dako). 
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Espressione di HBD2 nell’epitelio delle vie aeree centrali e distali 
 
I risultati precedentemente presentati hanno mostrato un’incrementata 

espressione del TLR4 nell’epitelio respiratorio di soggetti con BPCO. 

Poichè l’attivazione della risposta immunitaria innata determina il 

rilascio di defensine (37), peptidi ad azione antimicrobica, abbiamo 

valutato l’espressione dell’HBD2 nell’epitelio respiratorio di  fumatori 

con BPCO (s-BPCO),  ex fumatori con BPCO (ex-BPCO),  fumatori sani 

(S) e controllo (C). L’espressione di HBD2 è stata valutata per 

immunoistochimica su sezioni di biopsie bronchiali e di parenchima 

polmonare a livello dell’epitelio delle vie aeree  distali e centrali.  

Abbiamo osservato che nell’epitelio delle vie aeree distali  dei soggetti 

fumatori con BPCO (s-BPCO), ex fumatori con BPCO (ex-BPCO) e 

fumatori sani (S) l’espressione dell’HBD2 è aumentata rispetto ai 

soggetti controllo (C) (Fig. 6 A). 

Nell’epitelio delle vie aeree centrali, l’espressione di HBD2 è 

significatamente ridotta nei fumatori  con BPCO rispetto ai soggetti  

fumatori sani e agli ex-fumatori con BPCO (Fig. 6 A’). 
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B 

 

B’ 

  

Fig. 6 Espressione di HBD2 nell’epitelio delle vie aeree distali e centrali. Valutazione 

tramite immunoistochimica dell’espressione di HBD2 nell’epitelio delle vie aeree 

distali (A) e centrali (A’). La positività per HBD2 è espressa dal rapporto: n° cellule 

epiteliali positive/lunghezza in mm di membrana basale. Ogni punto è rappresentativo 

del valore di positività calcolato per ogni paziente, la barra orizzontale rappresenta il 

valore della mediana. * p<0.05 calcolato con Mann-Whitney U test. Per ogni gruppo 

di pazienti è stata scelta un’immagine rappresentativa l’espressione di HBD2 a livello 

epiteliale delle vie aeree distali (B) e centrali (B’). L’espressione di HBD2 è visibile 

come colorazione rossa, ad un ingrandimento 400X. Il controllo negativo (200X) è 

stato preparato incubando la sezione con immunoglobuline di rabbit (Dako). 
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Abbiamo valutato se l’espressione del TLR4 e HBD2 nelle vie aeree 

distali e centrali potesse correlare con i parametri spirometrici presi in 

considerazione o con l’esposizione al fumo di sigaretta. Nessuna 

correlazione significativa è stata evidenziata tra questi parametri e 

l’espressione del TLR4, mentre abbiamo trovato una significativa 

correlazione tra l’espressione di HBD2 nelle vie aeree centrali di tutti i 

pazienti in esame e l’indice di Tiffeneau (Spearman correlation; rho=0.5; 

p=0.0001), (Fig. 7 A) un parametro spirometrico rappresentativo della 

limitazione del flusso aereo (33), ma non tra l’espressione di HBD2 e 

FVC. Inoltre abbiamo messo in evidenza come l’espressione di HBD2 

nelle vie aeree centrali correli inversamente con l’esposizione al fumo di 

sigaretta espressa in termini di numero di pacchi/anno (Spearman 

correlation; rho=0.5; p<0.003) (Fig. 7 B). 

 

  

 

 

 

 

 



 36 

A                                                                     B 

 

Fig. 7 Correlazione tra l’espressione di HBD2 nelle vie aeree centrali e i parametri: 

FEV1/FVC  e numero pacchi/anno. (A) Correlazione tra l’espressione di HBD2 

nell’epitelio delle vie aeree centrali, espressa dal rapporto:  n° cellule epiteliali 

positive/lunghezza in mm di membrana basale e l’indice di Tiffeneau (FEV1/FVC)  

(Spearman correlation; rho=0.5; p=0.0001); (B) Correlazione inversa tra l’espressione 

di HBD2 nell’epitelio delle vie aeree centrali e numero di pacchi/anno (Spearman 

correlation; rho=0.5; p<0.003). 

 

Espressione di mRNA per HBD2 nell’epitelio bronchiale 

microdissecato 

Per comprendere se una ridotta espressione di mRNA fosse responsabile 

della diversa espressione di HBD2 tra i fumatori (s-BPCO) e gli ex 

fumatori con BPCO (ex-BPCO) nelle vie aeree centrali, è stata effettuata 

la Real time PCR su RNA isolato dall’epitelio bronchiale microdissecato 

dei due gruppi di pazienti. Abbiamo osservato una riduzione 
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dell’espressione di mRNA per HBD2 nel gruppo dei fumatori con BPCO 

(s-BPCO) rispetto agli ex-BPCO (Fig. 8).  

 

 

Fig. 8 Espressione di mRNA per HBD2 dell’epitelio bronchiale microdissecato. (A) 

Epitelio bronchiale prima (a sinistra) e dopo (a destra) la microdissezione laser. (B) 

Espressione di mRNA per HBD2 valutata tramite Real time PCR su RNA isolato 

dall’epitelio bronchiale microdissecato di  3 pazienti s-BPCO e di 3 pazienti ex- 

BPCO. L’espressione del gene GAPDH è stata utilizzata come controllo endogeno. 

(media±SD). * p<0.05. 

 

Effetti in vitro dell’estratto di fumo di sigaretta  sulle cellule epiteliali 

bronchiali 

Per meglio comprendere il ruolo del fumo di sigaretta, abbiamo valutato 

l’espressione di HBD2 in cellule epiteliali bronchiali (16HBE) trattate 

con IL1 (30 ng/ml) e CSE (10%), sia in termini di mRNA che di proteina 

(Fig. 9 A, 9 B). I nostri risultati mostrano che il CSE non modifica 
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l’espressione costitutiva di HBD2 a differenza dell’incremento indotto 

dall’IL1. Nel trattamento combinato il CSE contrasta significatamene 

l’effetto mediato da IL1. Infine, abbiamo studiato i meccanismi alla base 

degli effetti inibitori del CSE sull’induzione dell’espressione di HBD2. A 

tale scopo abbiamo valutato l’espressione di p-IKBα e di t-IKBα. Il 

trattamento con IL1 delle cellule epiteliali bronchiali, a differenza del 

solo CSE, incrementa l’espressione di p-IKBα con conseguente aumento 

dell’attivazione del pathway di NFKB; nel trattamento combinato il CSE 

interferisce negativamente con tale fenomeno. L’espressione di 

IKBα totale non è modificata da nessun trattamento (Fig. 9 C). La tecnica 

del CHIP assay, ci ha consentito di mettere in evidenza il legame tra la 

regione promotrice del gene per HBD2 e il fattore di trascrizione NFKB 

(Fig. 9 D). L’unica banda di amplificazione che si osserva è quella 

corrispondente al trattamento delle cellule epiteliali bronchiali con IL1 

(lane 4), ciò indica che IL1 determina il legame di NFKB alla regione 

promotrice di HBD2 e che questo effetto viene contrastato quando 

trattiamo le cellule con il CSE (lane 3, 5). 
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Fig. 9 Effetti dell’estratto di fumo di sigaretta (CSE ) sulle cellule epiteliali bronchiali 

(16HBE). (A) Real time PCR per HBD2 sulle 16HBE trattate per 18 h con IL1 (30 

ng/ml) e CSE (10%) da soli e in combinazione. L’espressione del gene per GAPDH è 

stata utilizzata come controllo endogeno (mean±SD). *p<0.05 vs controllo **p<0.05 

vs IL1. (B) Analisi citofluorimetrica dell’espressione di HBD2 in cellule 16HBE. 

L’espressione di HBD2 è espressa come percentuale di cellule positive per HBD2. 

(C) Espressione di p-IkBα o t-IkBα su cellule 16HBE trattate con IL1 e CSE da soli e 

in combinazione per 3h. 

(D) Chip assay sulle cellule 16HBE trattate con IL1 e CSE, da soli e in 

combinazione. Sono stati utilizzati primer diretti verso i siti di legame di NF-KB 

nella regione promotrice di HBD2.  
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Effetti del Cilomilast sull’espressione del TLR4 

Poiché il trattamento combinato con CSE e LPS è in grado di aumentare 

l’espressione del TLR4 (23) abbiamo voluto indagare se il trattamento in 

combinazione con il Cilomilast fosse in grado di modificare la risposta 

delle 16HBE agli stimoli infiammatori. I risultati hanno mostrato che il 

Cilomilast è in grado di contrastare gli effetti del CSE e LPS sulle cellule 

epiteliali bronchiali relativamente l’espressione del TLR4, infatti il 

trattamento combinato delle 16HBE con Cilomilast, CSE e LPS, 

determina una riduzione dell’espressione del TLR4 sia in termini di 

percentuale di cellule TLR4 positive che in termini d’intensità media di 

fluorescenza (MFI) (Fig.10 A, B). Le cellule stimolate col diluente (DIL) 

(etanolo) in cui è stato sciolto il farmaco, mostrano un’espressione del 

TLR4 simile ai livelli basali (dati non mostrati). 

In questo esperimento il farmaco è stato utilizzato a due concentrazioni 

differenti (1µM, 10 µM), le cellule trattate col Cilomilast mostrano 

un’espressione del TLR4 non significatamente diversa dai livelli basali, 

mentre in presenza di CSE e LPS entrambe le dosi di Cilomilast 

determinano una riduzione significativa dell’espressione del TLR4. 

Pertanto negli esperimenti successivi è stata utilizzata la dose di farmaco 

più bassa, pari a 1 µM. 
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Fig. 10 Effetti del Cilomilast sull’espressione del TLR4. Le cellule 16HBE sono state 

trattate con LPS (1µg/ml), CSE (10%), Cilomilast (1µΜ, 10 µΜ) per 18h. 

L’espressione del TLR4 è stata valutata al citofluorimetro. (A) Espressione TLR4 

sulle 16HBE valutata come intensità media di fluorescenza (MFI) (Media±SD); (B) 

espressione TLR4 sulle 16HBE valutata come percentuale di cellule positive 

(Media±SD). * p<0.05 vs medium, ** p<0.05 vs CSE+LPS. 

 

Effetti del Cilomilast sul rilascio di IL-8 ed IP-10 

Il CSE è in grado d’incrementare il rilascio di IL-8 dalle cellule epiteliali 

bronchiali stimolate con LPS, mentre dall’altro lato determina un 

riduzione del rilascio di IP-10 (23). 

Il Cilomilast è in grado di contrastare gli effetti del CSE e dell’LPS, 

infatti è in grado di ridurre significatamente  il rilascio di IL-8 nelle 
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16HBE stimolate con CSE e LPS (Fig.11 A), mentre è in grado 

d’incrementare il rilascio di IP-10 (Fig.11 B). 

 

A                                                                    B 

 

Fig. 11 Effetti del Cilomilast sul rilascio di IL-8 e IP-10 dalle cellule epiteliali 

bronchiali (16HBE). Le 16HBE sono state trattate con LPS (1µg/ml), CSE (10%), 

Cilomilast (1µΜ) per 18 h. L’IL-8 (A) e l’IP-10 (B) presenti nei mezzi condizionati 

sono stati dosati tramite ELISA. I dati sono espressi come medie ± SD, * p<0.05. 

 

Effetti del Cilomilast sulla chiemiotassi dei neutrofili 

Dal momento che il Cilomilast è in grado di ridurre il rilascio di IL-8 e 

considerando che i mezzi condizionati (MC) delle 16HBE stimolate con 

CSE e LPS sono in grado d’incrementare la chemiotassi dei neutrofili 

(23), abbiamo voluto valutare gli effetti del Cilomilast sulla chemiotassi 

dei neutrofili. MC ottenuti dalle 16HBE stimolate con LPS determinano 
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un aumento della chemiotassi dei neutrofili che viene ulteriormente 

incrementata in seguito alla stimolazione con CSE (23). MC delle 

16HBE stimolate con CSE e LPS in presenza di Cilomilast mostrano una 

significativa diminuizione dell’attività chemiotattica rispetto la 

condizione con CSE e LPS (Fig. 12). 

 

Fig. 12 Chemiotassi dei Neutrofili. Le cellule 16HBE sono state trattate con CSE 

(10%), LPS( 1µg/ml), Cilomilast (1µM) da soli e in combinazione per 18h. I mezzi 

condizionati  raccolti sono stati utilizzati come stimoli per indurre la chemiotassi dei 

neutrofili. Al microscopio ottico sono state contate il numero di cellule migrate di 

ogni pozzetto, per ciascuna condizione sperimentale. *p<0.05. 

 

Effetti del Cilomilast sulla chemiotassi dei linfociti 

L’IP-10 è una citochina che induce la chemiotassi dei linfociti. In uno 

studio precedente (23), è stato dimostrato che i mezzi condizionati (MC) 

di 16HBE stimolate con CSE e LPS,  mostravano una ridotta 
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concentrazione di IP-10 e determinavano una riduzione della chemiotassi 

dei linfociti.  Considerando che il Cilomilast è in grado d’incrementare il 

rilascio di IP-10 dalle 16HBE stimolate con CSE e LPS, abbiamo voluto 

valutare se il farmaco fosse in grado di modificare la chemiotassi dei 

linfociti. MC di 16HBE stimolate col farmaco in presenza di CSE e LPS, 

determinano un incremento significativo della chemiotassi dei linfociti, 

contrastando in parte l’effetto determinato dal CSE (Fig. 13). 

 

Fig. 13 Chemiotassi dei Linfociti. Le cellule 16HBE sono state trattate con CSE 

(10%), LPS ( 1µg/ml), Cilomilast (1µM) da soli e in combinazione per 18h. I mezzi 

condizionati  raccolti sono stati utilizzati come stimoli per indurre la chemiotassi dei 

linfociti. Al microscopio ottico sono state contate il numero di cellule migrate di ogni 

pozzetto, per ciascuna condizione sperimentale. *p<0.05. 
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Effetti del Cilomilast sul pathway di NFKB ed ERK 

Studi precedenti hanno messo in evidenza che la stimolazione delle 

16HBE con CSE e LPS determina l’attivazione del pathway di ERK 

piuttosto che quello di NFKB (23) pertanto abbiamo voluto valutare 

l’effetto del Cilomilast sull’attivazione dei due pathway. Per determinare 

l’effetto del Cilomilast sul pathway di NFKB, è stata valutata la 

fosforilazione di IKBα (inibitore di NFKB). In seguito alla stimolazione 

delle 16HBE con LPS si osserva un aumento significativo della 

fosforilazione di IKBα rispetto i livelli basali. La stimolazione delle 16 

HBE con CSE e LPS determina una diminuizione della fosforilazione di 

IKBα rispetto al solo LPS, l’aggiunta del Cilomilast è in grado 

d’incrementare significatamente l’attivazione di tale pathway 

determinando un incremento  della fosforilazione di IKBα (Fig. 14).   
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Fig. 14 Espressione di IKBα nelle cellule 16HBE. Le 16HBE sono state trattate con 

CSE (10%), LPS (1µg/ml), Cilomilast (1µM), da soli e in combinazione per 3h. (A) 

Analisi densitometrica dell’espressione di p-IKBα e t-IKBα tramite Health Image 

analysis 1.61. I dati sono stati espressi come rapporto dell’intensità della banda della 

proteina fosforilata o totale vs la β-actina *p<0.05. (B) Western-blot. Lane1 

Controllo, lane 2 LPS, lane 3 CSE+LPS, lane 4 CSE+LPS+CIL 1 µM, lane 5 

CIL 1 µM. 

 

Il Cilomilast non è in grado di modificare significatamente l’espressione 

di t-IKBα. Il rapporto p-IKBα/t-IKBα aumenta quando le cellule sono 

stimolate con LPS, e tale incremento è significatamente ridotto quando le 

cellule sono stimolate anche col CSE. L’aggiunta del Cilomilast alle 

cellule stimolate con CSE ed LPS aumenta significatamene il rapporto p-

IKBα/t-IKBα (Tab. 4 A). 
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Le 16HBE stimolate con LPS e CSE mostrano un aumento 

dell’espressione di p-ERK1/2 e di t-ERK1/2 (Fig.15) rispetto la 

condizione basale.  L’aggiunta del Cilomilast in presenza di CSE e LPS è 

in grado di ridurre significatamene sia p-ERK1/2 che  t-ERK1/2. Nessuna 

differenza significativa sul pathway di attivazione di ERK è stata 

osservata tra la condizione stimolata con LPS e  quella con CSE e LPS. Il 

rapporto p-ERK/t-ERK aumenta significatamene quando le cellule sono 

stimolate con LPS, con CSE e LPS e con CIL (Tab. 4 B). L’aggiunta del 

Cilomilast non influenza significatamene il rapporto p-ERK/tERK se 

paragonato alla condizione con CSE e LPS. 
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Fig. 15 Espressione di ERK1/2 nelle cellule 16HBE. Le 16HBE sono state trattate 

con CSE (10%), LPS (1µg/ml), Cilomilast (1µM), da soli e in combinazione per 20 

min. (A) Analisi densitometrica dell’espressione di p-ERK1/2 e t-ERK1/2 tramite 

Health Image analysis 1.61. I dati sono stati espressi come rapporto dell’intensità 

della banda della proteina fosforilata o totale vs la β-actina *p<0.05. (B) Western-

blot. Lane1 Controllo, lane 2 LPS, lane 3 CSE+LPS, lane 4 CSE+LPS+CIL 1 µM, 

lane 5 CIL 1 µM. 
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               A 

                    pIKB/tIKB ratio 

 Mean±SD P value 

Controllo 0.62±0.11  

LPS 1.32±0.07 * <0.02; **<0.03 

LPS+CSE 0.6±0.13 * ns 

LPS+CSE+CIL1 1.3±0.08 ** <0.01 

CIL1 0.66±0.2 *n.s.  

 

                B 

                    pERK/tERK ratio 

 Mean± SD P value 

Controllo 0.71±0.06  

LPS 1.14±0.07 * <0.05 

LPS+CSE 1.135±0.05 * <0.05 

LPS+CSE+CIL1 1.05±0.38 ** n.s. 

CIL1 1.068±0.102 * <0.05 

 

Tab. 4 Analisi densitometrica del rapporto tra l’espressione di p-IKBα e t-IKBα (A), 

p-ERK1/2 e t-ERK1/2 (B). Le 16HBE sono state trattate con CSE (10%), LPS 

(1µg/ml), Cilomilast (1µM), da soli e in combinazione, analisi densitometrica tramite 

Health Image analysis 1.61, i dati sono stati espressi come medie ± SD del rapporto 

dell’intensità della banda della proteina fosforilata vs la proteina totale. *vs Controllo 

** vs LPS+CSE 
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DISCUSSIONE E CONCLUSIONI 
 

L’epitelio respiratorio partecipa attivamente alle risposte dell’immunità 

innata. Nella patogenesi della BPCO un’alterazione dell’immunità innata, 

potrebbe contribuire al declino della funzione respiratoria. L’obiettivo di 

questo studio è stato quello di: I) valutare se la BPCO fosse associata ad 

una insufficiente risposta o ad una eccessiva attivazione dei meccanismi 

dell’immunità innata; II) valutare il ruolo svolto dall’epitelio respiratorio, 

poiché le alterazioni determinate dal processo infiammatorio nell’epitelio 

delle vie aeree distali e prossimali sono differenti; III) valutare l’azione di 

un farmaco, il Cilomilast e la sua capacità di modificare la risposta 

infiammatoria delle cellule epiteliali respiratorie indotta dall’esposizione 

all’estratto di fumo di sigaretta (CSE) e all’endotossina batterica (LPS).  

I processi infiammatori che interessano l’epitelio delle vie aeree centrali, 

determinano produzione di muco a causa dell’ipertrofia ghiandolare e 

tutti quei cambiamenti strutturali che sono associati alla bronchite cronica 

(38). 

I processi infiammatori che interessano le vie aeree distali, determinano 

occlusione del lume bronchiale a causa della produzione di essudati 
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contenenti muco, ispessimento della parete e restringimento del lume 

bronchiale (39). 

Sulla base di tali considerazioni una prima parte dello studio è stata 

effettuata utilizzando un modello ex- vivo, con l’obiettivo di valutare se la 

BPCO fosse associata ad una insufficiente risposta o ad una eccessiva 

attivazione dei meccanismi dell’immunità innata e indagare sul ruolo 

svolto dall’epitelio respiratorio. Una seconda parte dello studio è stata 

effettuata utilizzando un modello in vitro di cellule epiteliali bronchiali 

trattate con un farmaco, il Cilomilast, in presenza di estratto di fumo di 

sigaretta e l’endotossina batterica, per studiare la capacità del composto 

di modificare la risposta dell’epitelio respiratorio all’insulto 

infiammatorio. 

 

- Nella prima parte dello studio è stata valutata l’espressione del TLR4 e 

di HBD2 a livello delle vie aeree centrale e distali di diversi gruppi di 

pazienti divisi in fumatori con BPCO, ex fumatori con BPCO, fumatori 

sani e soggetti controllo. 

La risposta immunitaria innata si realizza grazie al riconoscimento da 

parte dei TLR di componenti strutturali comuni a molti microrganismi, o 

a ligandi endogeni quali proteine Heat shock. Studi precedenti hanno 
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dimostrato che l’espressione di alcuni TLR risultava modificata nei 

pazienti con BPCO, in particolare è stato osservato che l’espressione del 

TLR2 è incrementata nei monociti isolati da sangue periferico di soggetti 

con BPCO (40) e che macrofagi alveolari di pazienti BPCO e fumatori 

mostrano una ridotta espressione del TLR2 rispetto ai soggetti che non 

hanno mai fumato (41). 

In questo studio per la prima volta abbiamo dimostrato che le cellule 

epiteliali sia a livello delle vie aeree centrali che distali esprimono il 

TLR4 e l’espressione di tale recettore è incrementata nell’epitelio di 

entrambi i distretti sia nei fumatori sani che nei fumatori con BPCO. 

L’incrementata espressione del TLR4 correla con i risultati 

precedentemente pubblicati che mostrano un aumento dell’espressione 

del TLR4 nelle cellule epiteliali bronchiali stimolate con l’estratto di 

fumo di sigaretta (CSE) (23). 

L’aumentata espressione di TLR4 potrebbe tradursi in un’aumentata 

attivazione delle risposte immunitarie innate, con una conseguente 

amplificazione dei processi infiammatori già innescati dall’esposizione al 

fumo di sigaretta. L’attivazione dei TLR è anche finalizzata al rilascio di 

peptidi ad azione antimicrobica come la beta-defensina 2 (HBD2) (42), 

inoltre è stato dimostrato che le cellule epiteliali respiratorie richiedono il 
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TLR4 per il rilascio di HBD2 a seguito stimolazione con LPS (43). Per 

indagare la presenza, nei fumatori con BPCO o nei fumatori sani di uno 

squilibrio esistente tra le risposte difensive e proinfiammatorie 

dell’immunità innata, abbiamo valutato l’espressione di HBD2. 

La HBD2 è principalmente presente nelle cellule strutturali epiteliali ed 

esercita specifica attività chemiotattica verso i neutrofili (44), inoltre può 

amplificare le risposte mediate dal TLR4 agendo come suo ligando 

endogeno (45). In questo studio abbiamo dimostrato che l’espressione di 

HBD2 è ridotta nell’epitelio delle vie aeree centrali di fumatori con 

BPCO rispetto ai fumatori sani e agli ex-fumatori con BPCO, tale 

espressione correla col grado di ostruzione delle vie aeree, valutato come 

riduzione del rapporto FEV1/FVC, ritenuto un parametro spirometrico 

rappresentativo della limitazione del flusso aereo (46). 

L’espressione di HBD2 nelle vie aeree centrali, inoltre correla 

inversamente con l’esposizione al fumo di sigaretta espressa in termini di 

pacchi/anno, ciò suggerisce fortemente  che l’esposizione al fumo di 

sigaretta influenza in modo sostanziale l’espressione di HBD2 nei 

paziente BPCO. Confrontando i due diversi fenotipi BPCO, si osserva 

che il messaggero per HBD2 risulta meno espresso a livello dell’epitelio 

delle vie aeree dei s-BPCO rispetto gli ex-BPCO e per supportare 
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ulteriormente tale evidenza, abbiamo condotto degli esperimenti in vitro. 

Abbiamo osservato che l’esposizione delle cellule epiteliali bronchiali 

all’estratto di fumo di sigaretta, riduce l’espressione di HBD2, sia a 

livello di messaggero che di proteina, indotta dall’IL1, una citochina che 

ha un ruolo cruciale nel processo infiammatorio della BPCO. Il fumo di 

sigaretta interferisce con la risposta immunitaria innata incrementando la 

produzione di muco, riducendo la clearance mucociliare, distruggendo la 

barriera epiteliale e stimolando la migrazione di cellule infiammatorie 

(47). Inoltre l’esposizione al fumo di sigaretta blocca l’attivazione dl 

pathway di NFKB indotta da LPS (23), tale pathway ha un ruolo cruciale 

nella sintesi di HBD2. A supporto di tali dati, abbiamo dimostrato che il 

CSE inibisce l’attivazione del pathway di NFKB indotta da IL1 e 

interferisce negativamente nel legame di NFKB alla regione promotrice 

del gene per HBD2.  E’ stato visto che soggetti con un ridotto numero di 

copie del gene per HBD2 sono predisposti al morbo di Crohn (48); allora 

una ridotta espressione di HBD2 nelle vie aeree centrali nei fumatori con 

BPCO, che abbiamo evidenziato nel nostro studio, potrebbe supportare 

ulteriormente l’ipotesi che una deregolazione dell’espressione di HBD2 

in uno specifico compartimento dell’albero bronchiale possa contribuire 

allo sviluppo della malattia. Ulteriori meccanismi potrebbero spiegare la 
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riduzione di HBD2 nelle vie aeree centrali di soggetti fumatori con 

BPCO. La sintesi di HBD2 può essere promossa dalla leptina (49) e nelle 

cellule epiteliali delle biopsie bronchiali, l’espressione della leptina e del 

suo recettore è ridotta nei pazienti con BPCO medio-severo (50). 

Dal momento che non tutti i fumatori sviluppano la BPCO (51), la ridotta 

espressione di HBD2 nelle vie aeree centrali potrebbe identificare i 

soggetti fumatori predisposti a sviluppare la BPCO. Ulteriori studi sono 

necessari per validare tale ipotesi. Comunque una riduzione 

nell’espressione di HBD2 associata ad un incremento dell’espressione del 

TLR4 nelle vie aeree centrali potrebbe suggerire un’alterazione 

nell’attivazione della risposta immunitaria innata che a tale livello può 

favorire a sua volta l’invasione microbica a livello delle vie aeree distali e 

del parenchima (52).  

In condizioni fisiologiche, le vie aeree distali sono sterili, mentre nei 

pazienti con BPCO sono cronicamente colonizzate da potenziali patogeni 

respiratori (52). La colonizzazione batterica cronica stimola il sistema 

immune dell’ospite e causa un’infiammazione cronica delle vie aeree 

(53), che a sua volta promuove il danno tissutale che si osserva nei 

pazienti con BPCO. L’infiammazione a livello bronchiolare correla col 

peggioramento funzionale che precede l’enfisema (54). L’incremento 
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dell’espressione sia del TLR4 che di HBD2 nelle vie aeree distali di 

pazienti con BPCO correla con un’incrementata attivazione della risposta 

immunitaria innata. A livello delle vie aeree distali di fumatori con 

BPCO e con insufficienza respiratoria acuta si osserva un’incrementata 

espressione di HBD2 che si associa ad un’aumentata sopravvivenza dei 

neutrofili (53), ciò determina un’amplificazione della risposta 

infiammatoria che si associa all’occlusione del lume bronchiale. Gli ex 

fumatori con BPCO mostrano un’incrementata espressione di HBD2 a 

livello dell’epitelio delle vie aeree centrali e ciò supporta ulteriormente 

l’ipotesi che la cessazione dell’abitudine al fumo di sigaretta può alterare 

il profilo infiammatorio delle cellule epiteliali delle vie aeree, in questo 

caso si ha un recupero dell’espressione di HBD2 che risulta 

sostanzialmente ridotta nelle vie aeree centrali dei fumatori con BPCO. 

Gli ex fumatori con BPCO mostrano meno metaplasia squamosa, cellule 

epiteliali proliferanti e una riduzione di globet cell rispetto ai fumatori 

con BPCO (55). 

In conclusione attraverso questa prima parte dello studio abbiamo 

dimostrato che sebbene una over-espression del TLR4 è presente nelle 

vie aeree centrali e distali di fumatori BPCO e fumatori sani, 

l’espressione di HBD2 è ridotta solo nelle vie aeree centrali ma non in 
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quelle distali dei fumatori BPCO. Tale risultato correla col grado di 

ostruzione e con la storia di fumo, suggerendo così un’alterazione della 

risposta immunitaria innata che può favorire l’invasione microbica e 

associato danno tissutale che si osserva nei pazienti con BPCO 

 

- La seconda parte dello studio è stata condotta su un modello in vitro di 

cellule epiteliali bronchiali, trattate con estratto di fumo di sigaretta 

(CSE) e endotossina batterica (LPS). La scelta di questi  due stimoli è 

giustificata dal fatto che la BPCO è principalmente causata dal fumo di 

sigaretta, ma allo stesso tempo, ricorrenti infezioni delle vie aeree hanno 

un ruolo cruciale nella progressione della malattia e nel declino della 

funzione respiratoria. A tale scopo è stato proposto  in vitro un modello 

sperimentale che mima la condizione di un soggetto fumatore esposto 

allo stesso tempo a prodotti microbici. Su questo modello abbiamo voluto 

valutare l’azione di un farmaco, il Cilomilast (CIL), sulla  risposta 

infiammatoria delle cellule epiteliali bronchiali a seguito dell’esposizione 

al CSE e LPS.  

Il CIL è un inibitore delle PDE4, considerate un possibile target per lo 

sviluppo di nuovi farmaci per il trattamento della BPCO. Differentemente 

dagli steroidi che hanno una limitata efficacia anti-infiammatoria, è stata 
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ampliamente documentata un’elevata attività anti-infiammatoria degli 

inibitori delle PDE4 in modelli animali di BPCO esposti al fumo di 

sigaretta (56). Il trattamento dei pazienti con BPCO con inibitori delle 

PDE4 è associato ad una riduzione dei linfociti CD8+ e delle cellule 

CD68+ (57). Gli effetti anti-infiammatori determinati da tale farmaco 

sono associati ad un miglioramento del quadro clinico del paziente, 

associato ad una riduzione della frequenza delle esacerbazioni ed un 

miglioramento del parametro FEV1 prima e dopo la somministrazione di 

un broncodilatatore (27, 28). Negli ultimi anni si sta sviluppando il 

concetto “d’immunità contigua”, caratterizzata dalla stretta inter-

comunicazione tra i patwhay dell’immunità innata ed adattativa.  

In condizioni fisiologiche il legame dell’endotossina batterica (LPS) al 

TLR4, determina l’attivazione del recettore stesso e dei pathway 

molecolari intracellulari ad esso correlati. A seguito dell’attivazione del 

TLR4 si ha il rilascio di peptidi ad azione antimicrobica e  di citochine 

infiammatorie, tra queste l’IL-8 che avvia la risposta immunitaria innata 

e l’IP-10 che avvia in un secondo momento la risposta immunitaria 

adattativa. L’IL-8 e l’IP-10 sono due mediatori entrambi associati 

all’infiammazione cronica delle vie aeree, ma che hanno diversi ruoli 

fisiopatologici. L’IL-8 è una citochina  che determina prevalentemente la 
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chemiotassi dei neutrofili, cellule coinvolte in prima linea nella risposta 

immunitaria innata, mentre l’IP-10 è chemoattrattante per i linfociti ed i 

monociti coinvolti nella risposta immunitaria adattativa, inoltre mentre 

l’IL-8 è pro-angiogenetico e pro-fibrotico,  l’IP-10 è angiostatico e anti-

fibrotico. In condizioni fisiologiche un equilibrio nel rilascio di citochine 

coinvolte differentemente nell’immunità innata ed adattavita e con 

diversa attività biologica consente il mantenimento dell’omeostasi. Nelle 

cellule epiteliali bronchiali il trattamento con l’estratto di fumo di 

sigaretta altera la fisiologica risposta della cellula all’endotossina, 

ligando naturale del TLR4, determinando un’ulteriore incremento 

dell’espressione del TLR4 che si associa ad un ulteriore  rilascio di IL-8 e 

ad una riduzione nel rilascio di IP-10 (23). 

Livelli elevati di IL-8, giustificano l’accumulo dei neutrofili a livello 

delle vie aeree ed il conseguente quadro infiammatorio caratteristico della 

BPCO,  dall’altro lato ridotti livelli di IP-10 compromettono il richiamo 

dei linfociti, il cui ruolo è quello di innescare l’immunità adattativa e  

limitare l’invasione microbica e gli effetti dannosi correlati ad una 

prolungata persistenza dei neutrofili (23). Nelle cellule epiteliali 

bronchiali stimolate con CSE e LPS, si viene così a creare uno squilibrio 

nel rilascio di citochine che promuove il protrarsi dell’infiammazione. 
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In questo studio abbiamo dimostrato che il CIL è in grado di contrastare 

gli effetti del CSE relativamente l’espressione e l’attivazione del TLR4 

sulle cellule epiteliali bronchiali stimolate con LPS. Il trattamento 

combinato delle cellule epiteliali bronchiali con CSE e LPS determina un 

incremento nell’espressione del TLR4 (23). Il CIL è in grado di 

contrastare gli effetti del CSE e dell’LPS relativamente l’espressione del 

TLR4, infatti in presenza di CIL l’espressione del TLR4 sulle 16HBE 

trattate con CSE ed LPS viene riportata a livelli basali. 
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L’aggiunta del CIL alle cellule epiteliali bronchiali trattate con il CSE e 

LPS in associazione, induce una down-espression del TLR4 che 

determina una riduzione nel rilascio di IL-8 cui consegue una riduzione 

dell’attività chemiotattica dei neutrofili, allo stesso tempo un incremento 

del rilascio di IP-10 cui si associa un incremento dell’attività 

chemiotattica dei linfociti. Il CIL ripristina la fisiologica attivazione del 

TLR4 ricreando un equilibrio nel rilascio di citochine con differente 

attività biologica, spostando l’equilibrio a favore della risposta 

immunitaria adattativa. Il CIL è in grado d’inibire alcuni aspetti della 

risposta infiammatoria che il CSE e LPS innescano sulle cellule epiteliali 

bronchiali. Il CSE in associazione all’endotossina determina sulle cellule 

epiteliali una riduzione nel rilascio di IP-10, interferendo  con 
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l’attivazione di segnali che sono primariamente coinvolti nell’espressione 

di IP-10, quali il pathway di NFKB (23, 58). Il trattamento combinato 

delle cellule epiteliali bronchiali con il CSE e LPS, non determina  

l’attivazione di NFKB ma causa l’attivazione di ERK1/2 promuovendo 

un aumento del rilascio di IL-8 e una riduzione del rilascio di IP-10 (23). 

In questo studio abbiamo dimostrato che il CIL in presenza di CSE e 

LPS, attiva il pathway di NFKB, dal momento che è aumentata la 

fosforilazione di IKB-α e il rapporto p-IKBα/t-IKBα.  Le cellule 16HBE 

trattate con CIL, in presenza di CSE e LPS, mostrano una riduzione dei 

livelli di  p-ERK1/2, rispetto il trattamento combinato con CSE e LPS. 

Sia l’estratto di fumo di sigaretta che l’endotossina batterica determinano 

un incremento nel rilascio di IL-8 e  della chemiotassi dei neutrofili, 

dall’altro lato determinano la riduzione del rilascio di IP-10 e della 

chemiotassi dei linfociti (23). Il CIL è in grado di contrastare gli effetti 

dell’estratto di fumo di sigaretta sulle cellule epiteliali bronchiali trattate 

con LPS, incrementando l’attività chemiotattica dei linfociti e riducendo 

quella dei neutrofili. Quest’ultimo risultato è in accordo con precedenti 

risultati che mostravano la capacità del CIL di contrastare l’incremento 

dei neutrofili indotto dal CSE e LPS in modo dose-dipendente (59). Il 

nostro modello sperimentale ci ha consentito di valutare gli effetti del 
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CIL sia sulla chemiotassi dei linfociti che dei neutrofili e di dimostrare 

che tale farmaco è in grado di modificare il reclutamento di neutrofili e 

linfociti, ripristinando un equilibrio tra risposta immunitaria innata ed 

adattativa, caratteristica peculiare dell’immunità contigua. L’immunità 

contigua ha un ruolo cruciale nel mantenimento dell’omeostasi del 

polmone. Una risposta eccessiva del sistema immunitario adattativo a 

livello polmonare può determinare il protrarsi dello stato infiammatorio 

(60). 

Questo studio fornisce evidenze convincenti che gli inibitori PDE4, oltre 

ad esplicare effetti  inibitori sulle cellule infiammatorie delle vie aeree, 

possono inibire alcuni processi infiammatori determinati dall'esposizione 

diretta del fumo di sigaretta sulle cellule epiteliali delle vie aeree. 

Tali dati supportano i risultati ottenuti nei trials clinici di fase II / III che 

suggeriscono un beneficio terapeutico degli inibitori PDE4 nella BPCO. 

In particolare è stato osservato che il roflumilast, un inibitore selettivo 

delle PDE4, somministrato a pazienti con BPCO severa, determina una 

riduzione della frequenza delle esacerbazioni infettive della malattia, 

migliorandone la funzionalità polmonare (61). I risultati ottenuti 

potrebbero aprire nuove prospettive per l’utilizzo del Cilomilast in nuovi 

trials clinici su pazienti con BPCO. 
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In conclusione possiamo affermare che l’epitelio respiratorio pur essendo 

una delle porte d’ingresso dei patogeni  non rappresenta una barriera 

statica ma partecipa attivamente alla risposta immunitaria attraverso i 

meccanismi di difesa dell’immunità innata. I risultati da noi ottenuti 

hanno messo in evidenza il ruolo svolto dall’epitelio respiratorio nella 

BPCO. Abbiamo dimostrato che nei soggetti fumatori con BPCO, a 

livello dell’epitelio delle vie aeree centrali, si ha un’incrementata 

espressione del TLR4 che associata ad una ridotta espressione di HBD2 

potrebbe favorire l’invasione microbica a livello delle vie aeree distali del 

parenchima, determinando una colonizzazione batterica cronica 

responsabile del danno tissutale che si osserva nei pazienti con BPCO. I 

nostri risultati  in vitro ottenuti utilizzando un modello sperimentale che 

mima la condizione di un soggetto fumatore esposto allo stesso tempo a 

agenti microbici, hanno dimostrato la capacità di un farmaco, il 

Cilomilast, di contrastare gli effetti del CSE mediati da un’alterata 

espressione e attivazione del TLR4 sulle cellule epiteliali bronchiali. Il 

farmaco è in grado di modulare la risposta infiammatoria delle cellule 

epiteliali bronchiali indotta dall’esposizione all’estratto di fumo di 

sigaretta (CSE) e all’endotossina batterica (LPS),  ripristinando la 
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fisiologica attivazione del TLR4 e ricreando un equilibrio nel rilascio di 

citochine con differente attività biologica. 
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