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Ipertrofia adeno-tonsillare in pazienti pediatriciutilita diagnostica di marcatori inflammatori

La patologia adeno-tonsillare &€ una condizioneiairi frequente riscontro in eta pediatrica, ppatmente a
causa della fisiologica ipertrofia che si verificaguesto periodo. Le adenoidi e le tonsille pakgticostituendo
la prima linea di difesa nel tratto respiratoripstore nei confronti dei microrganismi, assumonauwolo chia-
ve nei meccanismi di presentazione antigenicale selluppo di una risposta infiammatoria localdi agmoli
infettivi. Pertanto, tali strutture risultano coolie in manifestazioni di tipo ostruttivo e infet, come otiti, ri-
nosinusiti, faringiti, tonsilliti, sindromi disveitatorie e modificazioni muscolo scheletriche disloy per le quali
I'adenoidectomia e/o la tonsillectomia possono messisolutive. Attualmente nessun marcatore infiatorio
viene utilizzato per la diagnosi di ipertrofia adewonsillare, ma si ricorre esclusivamente allaitag#ione endo-
scopica. Sono stati valutati diversi marcatori golti in processi infammatori (Triptasi, Mielopessidasi, Pro-
teina Cationica Eosinofila, M130-CD163,//RI-CD64), in 67 pazienti in eta pediatrica affel#i ipertrofia ade-
no-tonsillare e sintomatici per tale condizioneisultati hanno mostrato variazioni significativeirivelli di
M130-CD163, FgRI-CD64, MPO e ECP nel siero, dimostrando comentalicatori possono risultare utili nella
diagnosi e nell'individuazione di un momento adeguser effettuare l'intervento chirurgico.

Adeno-tonsillar hypertrophy in pediatric patientsaflammation markers in diagnosis

Adeno-tonsillar disease is a common disorder imptiatric population because of physiological hiypphy du-
ring childhood. Adenoids and tonsils are the fitstense mechanism against infections, therefosehibee a key
role in antigen presentation and local responsaitooorganisms. Adenoids and tonsils may be invlveob-
structive and infective diseases, such as otitiarymagitis, tonsillitis, obstruction and facial blomalformations; so
adenoidectomy and/or tonsillectomy may be usefadwadays, inflammation markers are not used in adeno
tonsillar hypertrophy diagnosis, but only endoscapysed. Tryptase, eosinophil cationic proteinglogeroxi-
dase, M130-CD163, KRI-CD64 were studied in 67 patients presenting adensillar hypertrophy symptoms.
Results were significant in M130-CD163,yRi-CD64, MPO e serum ECP levels; these markersheayseful in
diagnosis of adeno-tonsillar hypertrophy and initlestification of the best moment to performe suyg
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Introduzione

La patologia adeno-tonsillare &€ una delle condizitiniche di piu frequente riscontro in eta pediat
ca, principalmente a causa della fisiologica ipdidrche si verifica in questo periodo della vita.

Le adenoidi (o tonsille tubariche) e le tonsilldghae rappresentano i due principali aggregatedi
suto linfoide associato alle mucose nel tratto iragmio superiore, e costituiscono la prima lirtka
difesa nei confronti dei microrganismi. L’ipertrafadeno-tonsillare € un processo fisiologico che si
verifica durante I'infanzia, a causa dei meccanignstimolazione antigenica nei confronti dei liafo

ti dell’anello linfatico di Waldeyer, che durantaesto periodo assumono un ruolo fondamentale nella
difesa dell’organismo. Le alterazioni fisio-pataldue rispondono a due principali ordini di fenomeni
I'ipertrofia, con conseguente ostruzione anatom&dijnflammazione [1]. Poiché lo sviluppo degli
spazi oro-faringei e delle strutture scheletrichea$tegno non procede con la stessa rapiditatigspe
allaumento di volume, le adenoidi ipertrofiche poso determinare una ostruzione meccanica alla
tuba di Eustachio, con una conseguente disverdnazilell'orecchio medio e la concomitante propa-
gazione dei processi infettivi dalla faringe. L’a@gmbato volume tonsillare, invece, puo interferioa ¢
tutti i quei processi di tipo dinamico che coinvatg il cavo orale e I'oro-faringe, come la degliatiz

ne, la respirazione, 'armonica crescita dentoitdece I'articolazione del linguaggio.

Oltre allaumento parafisiologico del volume adefem, un ulteriore possibile fattore causale per
I'adenoidite € I'infliammazione su base allergica.ddenoidi, a causa della presenza di mastogti, ra
presentano una possibile sede di rilascio di medimtfiammatori in corso di allergia, e quindi sas

no subire fenomeni di ipertrofia proprio a caushadgresenza di cellule dellimmunita; questo é di-
mostrato dal fatto che in corso di adenoidite ésjile riscontrare la presenza di una elevata g@aant
di mast-cellule IgE positive, che rappresentan@riacipale fonte di rilascio di mediatori legati
all'allergia [3]. Inoltre, studi recenti hanno distoato che, nei pazienti affetti da sindromi dotigl-
lergico (rinite allergica, asma e dermatite atopisalla superficie di adenoidi e tonsille & préeam
biofilm di adesione di origine batterica, che pettmda creazione di un micro-ambiente favorevole
alle colonie di microrganismi e garantisce loro pagticolare resistenza agli antibiotici, all’'azéodei
macrofagi, e alle variazioni di temperatura e pHitene che tale caratteristica sia peculiarguisto
gruppo di soggetti a causa della continua stimoteziinflammatoria esercitata soprattutto a livello
della mucosa nasale, con il mantenimento di urldreizioso che perpetua sia la condizione di aller
gia (rinite allergica) che il processo ipertrofa@arico delle adenoidi [4].

Sul piano clinico, le conseguenze dei processi-isitologici precedentemente considerati sono rap-
presentate da diversi gruppi di sintomi e sindrolmiche cosi riassumibili:

» Oititi ricorrenti. Il tessuto adenoideo puo fungere da reservdiefizd, in quanto i microrgani-
smi piu frequentemente coinvolti in questo tipardézioni (H. Influenzae, S. Aureus, M. Ca-
tharralis), in questa sede possono organizzatsi iiofilm, perpetuando processi infiammatori
cronici o ricorrenti che possono poi diffonderéoadicchio medio attraverso la tuba di Eusta-
chio, mal ventilata a causa dell'ostruzione su laserofico/infiammatoria [3]. La conseguen-
Za e rappresentata dall’'otite media acuta: unagiogurulenta dell’orecchio medio. La sinto-
matologia € tipicamente associata ai segni di 8ogno-faringea, ed e rappresentata da febbre,
stato di irrequietezza e pianto ostinato nel lagtaotalgia o dolore alla compressione del trago;
con la comparsa di otorrea, indice di perforaziespentanea della membrana timpanica,
I'otalgia si risolve. All'otoscopia si evidenzietina membrana timpanica iperemica, opacata,
estroflessa e priva del triangolo luminoso e deitipdi repere timpanici. Rare, ma temibili sono
le possibili complicanze: mastoidite, meningiteseesssi endocranici, ipoacusia [5].
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Rino-sinusiti ricorrenti Poiché i seni paranasali sono in stretta coigel@zanatomica con il naso-
faringe, e quindi con il tessuto adenoideo, qusilsitberazione a carico di queste strutture si+ipe
cuote immancabilmente sulle altre: l'ipertrofia'inflammazione adenoidea pud essere causa di
rino-sinusiti, e viceversa. Nel primo caso cio &ulo a una disventilazione delle camere sinusali
il cui ostio e parzialmente o totalmente ostruitel; secondo caso si verifichera una diffusione per
contiguita del processo infiammatorio, con la guksicostituzione di un circolo vizioso che si
autoalimenta [2]. In realta, la rinite € una coimtiz frequentissima in eta pediatrica, e risponde
principalmente a una eziologia di tipo virale; quafa causa € da imputare alla patologia adenoi-
dea, i microrganismi responsabili sono i battaringj, oltre alla sintomatologia tipica (ostruzione
nasale e rinorrea) sara presente anche la feblereexrezioni saranno purulente. Quando, per
contiguita, si sviluppa una flogosi sinusale pumdesi parla di sinusite; questa condizione com-
porta tipicamente persistenza ed incremento detleezione nasale (che puo divenire francamen-
te purulenta), tosse, soprattutto notturna, cefédbhire, espirazione dall’odore pungente, e dolore
al volto, in corrispondenza dei seni paranasat siedl’alterazione [5].

Sindromi disventilatoriel disordini ostruttivi del sonno risultano estmente frequenti in
eta pediatrica, e la causa principale e rappretseptaprio dalla presenza di tonsille e ade-
noidi ipertrofiche; le manifestazioni, prevalentertenotturne, comprendono: respirazione
orale, apnee notturne e russamento, sonno con reatim@gitati, tosse notturna, wheezing,
insonnia, enuresi, pavor nocturnus. Le conseguehzpiesta condizione possono essere
raggruppate in due principali gruppi di fenomené domprendono, da un lato, sonnolenza
e cefalea diurne associate a irritabilita, diffteotli concentrazione e calo del rendimento
scolastico del bambino; dall’altro, e possibilestdluppo graduale di scompenso cardiaco a
causa dell'ipossiemia secondaria alle apnee praleni@].

Modificazioni muscolo-scheletriche del vidoassenza di flusso aereo nasale, a causa
dell’ostruzione, viene compensata con la respiraziorale; tale compenso tende ad esa-
cerbarsi nel tentativo di fornire il massimo flussereo possibile attraverso la cavita ora-
le. La conseguenza € una crescita delle struttwscalo-scheletriche facciali prevalen-
temente lungo l'asse verticale, eliminando il nolenzontatto tra lingua e palato, e quindi
alterando il fisiologico sviluppo dentale [6]. Quescaratteristiche anatomo-funzionali
configurano nel loro insieme il quadro della cositld facies adenoidea, caratterizzata da
viso inespressivo, naso affilato, labbro superi@teatto con bocca semiaperta, labbro in-
feriore cadente, malocclusione dentaria e palatoates)

Disfagia Raramente I'aumento del volume tonsillare e tideinterferire con la degluti-
zione; in questi casi si verifica un’alteraziondladase faringea del processo, tale da es-
sere causa di disfagia soprattutto per i solidii. pzienti con ipertrofia adenoidea, inve-
ce, la disfagia pud essere dovuta a una incooritinaztra respirazione e deglutizione,
derivante dall’'insufficiente flusso aereo nelle @enasali.

Alitosi. Quando residui di cibo e batteri restano intrdgpall'interno delle cripte di tonsille

e adenoidi, puo derivare alitosi. Tuttavia, bisog¢g@er presente che questa condizione pud
essere conseguenza di molte altre patologie, gquoalattia parodontale, reflusso gastro-
esofageo, infezioni nasali non correlate all'ipefitr adenoidea.

Faringo-tonsilliti ricorrenti. La sintomatologia caratteristica comprende febheggiore di
38°C, linfoadenomegalie cervicali superiori a 2 ciscontro di essudato tonsillare o positivita
alla ricerca dello Streptococco Beta-emolitico mippo A, principale microrganismo coinvolto
in questo tipo di infezione; quando tale quadrpresenta per almeno sette episodi in un anno,
cinque episodi in due anni, o tre lungo I'arcordianni, si puo parlare di condizione ricorrente.
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Attualmente il riconoscimento di tale condiziondgbagica e affidato quasi esclusivamente alla valu-
tazione strumentale di tipo endoscopico, mentresomo utilizzati marcatori di laboratorio che pessa
no riconoscere e differenziare la condizione ditipéia e quella infiammatoria.
In base ai reperti endoscopici riscontrati, € gokesclassificare il grado di ostruzione adenoidea,
che se non e stato ancora codificato un sisteratadiazione uniformemente condiviso [7]. La classi-
ficazione di maggior utilizzo e quella ideata dailreet al, che distingue quattro gradi di ostrmzo
in base ai rapporti intercorrenti tra adenoidi ipgiche, vomere, palato molle e torus tubaricus:

e grado ] volume adenoideo limitato al tetto del naso-fgein

» grado 2 adenoidi che raggiungono la meta superiore da-feinge;

» grado 3 volume adenoideo che occupa il naso-faringedif dello spazio naso-faringeo;

e grado 4 adenoidi che determinano ostruzione completaasb-faringe [8].

Tuttavia non esiste correlazione tra il grado diuasone e la sintomatologia che ne deriva, petehé
adenoidi sono in stretto rapporto anatomico e fumeie con numerose strutture; quindi, anche piccoli
aumenti di volume in sedi critiche possono essaus& di sintomi anche gravi [4].
Per quanto riguarda la diagnosi di ipertrofia tthas#, I'esame di scelta e la faringoscopia, pedale
viene utilizzata la classificazione di Mackenzigimattro gradi:

e grado ] tonsille intraveliche, completamente dietro Ihptro tonsillare anteriore;

» grado 2 tonsille lievemente ipertrofiche, appena debatid#ad pilastro anteriore;

» grado 3 tonsille ipertrofiche, che occupano per % lo gpazdisposizione;

e grado 4 tonsille marcatamente ipertrofiche, completamesdtruenti la via aerodigestiva

(kissing tonsils).

Tradizionalmente, per risolvere la patologia ipErto-ostruttiva adeno-tonsillare, la terapia delsz

e di tipo chirurgico. L'intervento di adenoidect@r® indicato in caso di rino-sinusiti e/o adenoidit
ricorrenti, otite media ricorrente, e sindrome gaee notturne e russamento [6].

Per quanto riguarda la tonsillectomia, c’é indioagi in caso di faringo-tonsilliti ricorrenti (>5 pe
anno), tonsilliti croniche (sintomi che si protragg per almeno un anno), ascessi peritonsillank, to
sillite emorragica, e asimmetrie di lato, suggestivmassa neoplastica [6].

Tuttavia, analogamente agli altri interventi chgiar, anche queste procedure non sono prive di com-
plicanze, seppur rare; le principali sono rappregerda complicanze connesse all’anestesia (asafila
si, morte), emorragie, immediate o ritardate, astme delle vie aeree, stenosi naso-faringea, edema
polmonare, nausea e vomito, dolore locale, odinafagalgia, infezioni, insufficienza velo-faringea

e febbre. Per tale motivo, soprattutto negli ultamni, sono stati compiuti studi alla ricerca daue-
rapia di tipo farmacologico che potesse validamaotdituire la procedura chirurgica. Attualmente,
anche in considerazione della fisiopatologia, soniase di sperimentazione in quest’ambito farmaci
utilizzati nella terapia di controllo della sintotakogia allergica,; in particolare sono candidati:

» Montelukast, un antagonista recettoriale dei citfencotrieni, utilizzato nella preven-
zione degli attacchi d’asma e rinite allergicardfionale di tale approccio deriva dal ri-
scontro di una elevata espressione di recettori pistenil-leucotrieni nei tessuti tonsilla-
ri di piccoli pazienti con apnee ostruttive del son

» Corticosteroidi intranasali, utilizzati per soppera i mediatori infiammatori prodotti durante
le reazioni allergiche [4].

Questi due gruppi di farmaci, infatti, sono in gvadl intervenire a diversi livelli della cascatdiam-
matoria IgE mediata, in grado di scatenare e peapetla sintomatologia tipica.
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Scopo del lavoro

Prendendo in esame la fisiopatologia delle affézoleno-tonsillari, soprattutto alla luce delle sien
derazioni piu recenti riguardanti un possibile oudéi meccanismi allergici, e stata formulata s
che l'innalzamento dei livelli di alcuni marcataiéll'infiammazione potesse avere un ruolo nella dia
gnosi di questa condizione. In particolare é spatsta attenzione al riconoscimento dei processi in-
fiammatori a carico delle adenoidi, e al confrootm i pazienti affetti da semplice ipertrofia, inam-

to entrambi i gruppi di pazienti presentano ungosiatologia simile. Le molecole valutate sono state

» Triptasi. Tale proteina e stata testata in piu casistiomeecmarcatore di reazioni anafilattiche
e, piu in generale, di manifestazioni di tipo alieo, riscontrando livelli elevati sia a livello
sierico che nelle secrezioni, oppure solo in quedtime. E presumibile, data la possibile
componente allergica, che questa condizione sfistdrianche nell’ambito della patologia
adeno-tonsillare, in particolare nei soggetti dogdsi cronica o ricorrente [9].

* Proteina Cationica Eosinofila (ECP)’aumento della ECP nel siero e/o nelle secrezam
indice dell'attivita dei granulociti eosinofili; pché questo tipo di cellule dellimmunita svol-
ge un ruolo dominante nella patogenesi della floghergica, si puod ritenere che i livelli di
ECP siano alterati anche nelle secrezioni e/oieeb gli pazienti con flogosi ricorrenti delle
alte vie aeree, riconducibili a patologia adendcstitare [10].

* FcyRI-CD64 Finora il recettore R&RI-CD64 e stato valutato come marcatore di infiam-
mazione soprattutto nell’ambito di patologie didiputoimmune[11-12], dimostrandosi
un valido indice per l'individuazione in fase preeodella riattivazione del processo au-
toimmunitario [16-17], e in alcuni studi sullindduazione di patologie infettive in pa-
zienti in cui erano presenti solo sintomi aspecifi@] o in categorie di soggetti nei quali
la diagnosi di malattia risulti particolarmentefitibltosa [19].

* Mieloperossidasi (MPO)Tra le principali conseguenze della patologianadensillare si puo
prendere in considerazione l'infezione battericacipé in questa condizione le principali cellu-
le effettrici una risposta immunitaria sono i grimeiti neutrofili, &€ possibile che in corso di in-
fezione acuta o ricorrente si verifichino variazioai livelli di MPO, in quanto questo enzima
rappresenta uno dei principali sistemi di danrgutee in corso di attivita neutrofila [13-14].

 M130-CD163 Alla luce delle nuove acquisizioni sulle funziaticlearance di tale proteina,
soprattutto durante processi infiammatori, €& prébien che anche nel caso
dellinflammazione adenoidea e tonsillare i livatisurati siano piu elevati, e che quindi
possa rappresentare un buon indice di malattia [15]

Materiali e metodi

Campione dello studio

Lo studio e stato condotto presso la Struttura Gessp di Pediatria della Fondazione IRCCS Palicli-
nico San Matteo di Pavia. Sono stati valutati 6Zigr#ti in eta pediatrica affetti da ostruzione resp
toria da ipertrofia adeno-tonsillare, con una stali episodi ricorrenti (>6 episodi/anno) di infezi
delle alte e basse vie respiratorie, febbre e afitipopolazione in studio € composta da 25 femmine
42 maschi. L'etd media del campione & di 4.9 ararige 2-10 anni). Inoltre, nello studio sono stati
inclusi 21 soggetti sani (9 femmine, 12 maschi,ctpresa tra 6 e 15 anni, media 11.2 anni), sui
quali sono stati valutati solo i monocitiyiRI-CD64 positivi. Su un gruppo di controllo di 2&rhbini
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sani (10 femmine, 15 maschi, eta compresa tra 4 media 6 anni) é stata dosata la mieloperos-
sidasi (MPO). Su un gruppo di controllo di 54 bamlsiani (21 maschi, 33 femmine, eta tra 4 e 14
anni, media 9 anni) sono stati valutati su sidieelli di ECP. Inoltre, sono stati presi in esameme
ulteriore gruppo di controllo, i valori di ECP dptiasi dosati da Marcucci et al [20] su secretaleas
in 10 bambini non atopici (6 maschi, 4 femmine,at@presa tra 8 e 12 anni, media 10.3 anni).
| parametri di valutazione sono stati di 4 ordini:
» Clinico: frequenza (numero delle infezioni) e gtavisedi interessate: vie aeree superiori 0
inferiori) delle manifestazioni cliniche.
» Allergologico: sensibilizzazione verso i piu comymieumo-allergeni (stagionali e perenni)
tramite Skin Prick Test.
* Morfologico-endoscopico: volume adenoideo con eoopis nasale (grado 1-4, classificazione
di Parikh), volume tonsillare con faringoscopiaa@p 1-4, classificazione di Mackenzie).
» Laboratoristico: conta degli eosinofili circolardipsaggio su siero di ECP, Triptasi, M130-CD163
e MPO; dosaggio su secreto nasale di ECP e trigtasaggio su sangue intero diyR&CD64.

Metodiche

Il dosaggio della triptasi &€ stato eseguito suosier su secreto mediante metodica fluoro-
immunoenzimatica definita ImmunoCAP Tryptase. Possessere usati campioni di secreto nasale, di
plasma e di siero (EDTA o eparina) venoso. | camipimssono essere tenuti a temperatura ambiente
(TA) solo a scopo di spedizione, altrimenti da 2°8°C se la determinazione viene eseguita entro una
settimana dal prelievo, oppure a -20°C se usatigrili. L'enzima anti-triptasi, covalentemente kega
all'lmmunoCAP, reagisce con la triptasi del pazeridopo la fase di lavaggio vengono aggiunti anti-
corpi anti-triptasi coniugati con I'enzima per fara un complesso. Al termine della fase di incubazi
ne, I'enzima anti-triptasi non legato viene elimina&on il successivo lavaggio e I'immunocomplesso
viene messo a contatto con il substrato di sviluppmpo aver bloccato la reazione, si misura laréiuo
scenza liberata. Per la valutazione dei risullatijsposte dei campioni sono trasformate in cotmaen
zioni (espresse ing/L) con l'uso della curva di calibrazione. Gli mtlard della triptasi sono calibrati
contro una sostanza interna di riferimento, puatficda polmone umano secondo Schwartz et al [21]. |
range di dosaggio su siero non diluito & considgrat valori compresi tra 1 e 206/L.

Il dosaggio della Proteina Cationica Eosinofilaa® eseguito su siero e su secreto mediante meto-
dica fluoro-immunoenzimatica definita ImmunoCAP ECPampioni sono stati raccolti usando tubi
Terumo Venosafe Serum-Gel, poi lasciati per 60-r#0uti a temperatura ambiente (da 20°C a
24°C) per consentire il rilascio dellECP mediaiit@rocesso di coagulazione, e successivamente
centrifugati per 10 minuti a 1,000-1,300 xg, a tenapura ambiente. L’Anti-ECP, covalentemente
legato alllmmunoCAP, reagisce con 'ECP presergkodmpione. Dopo il lavaggio, si aggiungono
anticorpi anti-ECP coniugati con I'enzima per forman complesso. Dopo l'incubazione, gli anti-
corpi Enzima-Anti-ECP non legati vengono elimintaéimite lavaggio e il complesso formato viene
incubato con un agente di sviluppo. Dopo l'arredédla reazione viene misurata la fluorescenza
dell'eluato. Per la valutazione dei risultati, Iseposte dei campioni sono trasformate in concentra-
zioni con l'uso della curva di calibrazione. Le centrazioni sono espresseyg/L. | valori stan-
dard di ECP sono calibrati contro ECP pura, prapasacondo Peterson, Jornvall e Venge [22]. I
range di dosaggio su siero non diluito & considepat valori compresi tra 2 e 204/1.

L’analisi dei monociti FgRI CD64 é stata eseguita in accordo con una proeestandardizzata
descritta da Bakke et al [23]. La metodica prevaddizzo di 50 pl di sangue intero combinato con
anticorpi anti-CD64, incubato al buio per 60 min&egue I'emolisi dei globuli rossi del campione
e una seconda incubazione di 60 minuti. | campéamigono infine analizzati con citofluorimetro a
flusso FACS Calibur (Becton-Dickinson). | risultatll'intensita di fluorescenza sono poi converti-
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ti in scala logaritmica dal software CellQuest v@ms3.1: I'aumento dell'intensita della fluorescen-
za lungo I'asse indica un maggior numero di anpiconarcati legati alla cellula. | risultati sono e-
spressi come percentuale di siti cellulari occugaliantigene CD64.

Il dosaggio della Mieloperossidasi € stato eseduitmite la metodica immunoenzimatica Quantikine-
Human MPO Immunoassay. Possono essere utilizzapioai di colture cellulari, cellule lisate, siero,
plasma, saliva, urine. Entro 30 minuti dalla rataol campioni vengono centrifugati per 15 minuti a
1,000 xg, a una temperatura tra 2 e 8°C; successivi@ segue una seconda centrifugazione per 10 mi-
nuti a 10,000 xg a una temperatura tra 2 e 8°Criperovere completamente le piastrine dal campione.
La metodica di analisi prevede I'utilizzo dellan@a immunoenzimatica a sandwich: un anticorpo mo-
noclonale specifico per la MPO viene precedenteenigsgato su micro piastra, e successivamente mes-
S0 a contatto col campione da valutare. Dopo édaio per la rimozione dei componenti non legati,
viene aggiunto un anticorpo policlonale specifieo la MPO legato a un enzima. Dopo un secondo la-
vaggio di rimozione si aggiunge una soluzione sabsthe, legandosi all'enzima, permette una valuta
zione colorimetrica in base alla quantitd di MP@sente nel campione analizzato. Le concentrazioni
sono espresse in ng/mL. Il saggio e calibrato contra MPO ricombinante umana prodotta secondo
R&D System. Il range di dosaggio su siero & comatdeper valori compresi tra 209 e 1,799 ng/mL.

Il dosaggio di M130-CD163 é stato eseguito trandtenetodica immunoenzimatica Quantikine-
HumaCD 163 Immunoassay. Possono essere utilizaatpioni di colture cellulari, cellule lisate,
siero, plasma, saliva, urine. Entro 30 minuti da#lacolta, i campioni vengono centrifugati per 15
minuti a 1,000 xg, a temperatura ambiente. La me#odi analisi utilizza la tecnica immunoenzi-
matica a sandwich: un anticorpo monoclonale spExifier il M130-CD163 viene precedentemente
fissato su micro piastra, e successivamente messatatto col campione da valutare. Dopo il la-
vaggio per la rimozione dei componenti non lega@ne aggiunto un anticorpo policlonale specifi-
co per M130-CD163 legato a un enzima. Dopo un stmdavaggio di rimozione si aggiunge una
soluzione substrato che, legandosi allenzima, pélenuna valutazione colorimetrica in base alla
quantita di M130-CD163 presente nel campione apaliz Le concentrazioni sono espresse in
ng/mL. Il saggio e calibrato contro M130-CD163 nduinante umano prodotto secondo R&D
System. Il range di dosaggio su siero & considgratawvalori compresi tra 88 e 902 ng/ml.

Analisi statistica

| dati riguardanti i pazienti sono stati caricati programma di archiviazione e successivamente |
loro elaborazione e stata effettuata con I'ausilian programma di statistica (pacchetto MedCate ve
sione 9.5). Sono state dapprima effettuate delddisardescrittive. | valori dei dosaggi sono stedi
spressi come mediana (md) e 25° e 75° percen@R)(I Il confronto di tutti i parametri indagati &
stato valutato con il test di Mann Whitney e tedt Student. Tramite il coefficiente rho di Spearma
sono state anche ricercate possibili correlaziai parametri quantitativi presi in esame. Infige,
stato creato un modello di regressione logisticappedire i pazienti con volume adenoideo pari a 3
oppure pari a 4. Sono stati considerati significatvalori di p<0.05.

Risultati

| 67 pazienti sono stati suddivisi in gruppi, sidése delle valutazioni cliniche e strumentali @lkbl).

Come illustrato in tabella 2, il confronto dei valagierici di ECP tra i pazienti e il gruppo di
controllo ha mostrato una differenza statisticamesignificativa (p-value <0.0001, Figura 1A).
Inoltre, i valori di MPO dei pazienti sono signiéiivamente (p-value <0.0001, Figura 1B) piu
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elevati rispetto al gruppo di controllo. Infine, l@edesima differenza si trova prendendo in con-
siderazione i livelli sierici di CD163 (p-value €@01, Figura 1C). Le altre variabili indagate
non evidenziano differenze significative tra grughaontrollo e pazienti.

Prendendo in considerazione I'allergia, i livelliMPO sono significativamente (p-value =0.0355) piu
elevati in bambini allergici rispetto ai bambinimallergici, come mostrato in figura 2.
Successivamente, valutando la frequenza e gragltguhdro clinico, e risultato che i livelli sieri-
ci di ECP sono significativamente (p-value =0.00@R) elevati nel gruppo di bambini che duran-
te 'anno presentava piu di 6 episodi di inflamnoenz alle alte vie aeree, rispetto a chi non le pre-
sentava (Figura 3). Inoltre, é stata trovata urieidinza statisticamente significativa (p=0.0080)
dei livelli di MPO tra i pazienti con inflammaziorale basse vie aeree ed i pazienti che non pre-
sentavano inflammazione alle basse vie aeree (&igur

Considerando il volume adenoideo dei pazientillii sierici di CD163 sono significativamente (phre
=0.0366) piu elevati nei bambini con volume adesoigari a 4 rispetto ai bambini con volume parj a 3
come mostrato in figura 5A. Medesimo trend e staervato considerando i livelli dei monocityR&
CD64, espressi come numero di siti, che sono ggtifamente (p-value =0.0176) piu elevati nei bamb
con volume adenoideo pari a 4 rispetto ai bamioinivwlume adenoideo pari a 3 (Figura 5B).

Il modello di regressione logistica trovato ha @ahove di p=0.0017 e considera come predittive le va
riabili: presenza di apnee, infammazioni ricoriealle alte vie aeree (RURTI), livelli sierici di
CD163. Vengono predetti correttamente 32/42 paiz{éfi®bo). Il modello stima la probabilita del gra-
do del volume adenoideo tramite la seguente formula
p(risposta)=exp(-1.13+0.41*RURTI+2.46*apnee+0.00ZP163)/[1+exp(-1.13+0.41*RURTI+
2.46*apnee+0.0023*CD163)]

Tale modello di predizione e stato consideratoattarquando la p (risposta) é inferiore a 0.05 parien-

ti con volume adenoideo pari a 3 oppure superi@@aper i pazienti con volume adenoideo pari a 4.
Infine, correlando tra loro le variabili quantitatiindagate € risultato che: i livelli sierici dCB correlano
in modo statisticamente significativo con i livadii eosinofili circolanti (p-value =0.0170, rho 204, Fi-
gura 6A). Inoltre, i livelli di MPO correlano in rdo statisticamente significativo con i livelli s@rdi ECP
(p-value =0.0096, rho =0.400, Figura 6B). | valtei monociti FgRI-CD64 (espressi in %) nei pazienti
correlano in modo significativo con i livelli di MP(p-value =0.0142, rho =0.388, Figura 7A) e clivel-

li sierici di ECP (p-value =0.0033, rho =0.415, Ui 7B). | valori dei monociti RRI-CD64 (espressi co-
me numero di siti) nei pazienti correlano in moigmidicativo con i livelli di CD163 (p-value =0.004rho
=0.454, Figura 8A) e con i livelli sierici di ECP-yalue =0.0025, rho =0.428, Figura 8B).

Discussione

L'ipertrofia adeno-tonsillare € un disturbo di péate rilevanza in eta pediatrica, e il possibile
utilizzo di metodiche diagnostiche di ausilio afitloscopia pud essere di grande utilita, soprattut-
to nella prospettiva di nuove strategie terapetiobn chirurgiche. In considerazione della rile-
vanza della patogenesi immuno-mediata delle affézadeno-tonsillari, il nostro studio si € pre-
fisso di valutare marcatori coinvolti nella risp@shfiammatoria, in particolare di tipo allergico,
al fine di individuarne la possibile utilita diagstaca in quest’ambito.

- 452 -



Boll Soc Med Chir Pavia 2012;125(2):445-458

Come primo esito, € stata individuata una relazgigeificativa tra i livelli di ECP nel siero e fae-
senza di sintomatologia suggestiva di ipertrofiaredtonsillare, a dimostrazione del fatto che tale
affezione puo riconoscere un’origine di tipo aliecged essere causa di uno stato infliammatorio-suba
cuto che, periodicamente, si palesa con la compebaintomi tipici. Inoltre, tale constatazione é
confermata dalla correlazione tra i livelli di E€Re variazioni degli eosinofili, principale lineallu-
lare coinvolta nella risposta di tipo allergico.tfewia, contrariamente alle aspettative, non égiat
scontrato un aumento significativo dei livelli dCB nei pazienti allergici. Presumibilmente, I'assen
di questa relazione puo essere spiegata dal fagtd'alergia non e stata valutata in relazionéipo

di allergeni, in particolare stagionali o pereri.conseguenza, € possibile che al momento dallo st
dio i pazienti non risultassero esposti agli pnewthergeni in questione.

Analoghe considerazioni possono essere fatte goazhe variazioni dei livelli di triptasi, sebbengsultati

non siano significativi. Tale molecola, infatti aemta nel siero in caso di sensibilizzazione adgsld e
nello shock anafilattico, per cui & possibile spied’assenza di significativita con la mancatedsasione

in gruppi dei pazienti allergici, in relazione igla di allergeni a cui risultavano sensibilizzati.

Per quanto riguarda i livelli di MPO, e possibilencludere che, dal momento che le variazioni cor-
relano con la comparsa della sintomatologia tipled’ipertrofia adeno-tonsillare in presenza di
un’anamnesi allergica, 'aumento di tale marcatdreuggestivo di un’ipertrofia determinata da un
rilevante contributo dei meccanismi immunomediatifb |; sulla base di tali asserzioni, puo esse-
re utile intervenire con una terapia adeguatapdi tarmacologico, in modo da limitare I'incremento
di volume attraverso l'interruzione del circolo iigo perpetuato dalla reazione immunitaria media-
ta da meccanismi allergici. Inoltre, per la parize correlazione con le infezioni delle basse vie
aeree, la MPO pud essere considerata un validoidztod all’'utilizzo a scopo diagnostico
nell’ambito delle affezioni adeno-tonsillari, sofitdto quando queste si manifestano con sindromi
cliniche non direttamente riconducibili ai meccamisli ipertrofia.

Il recettore FgRI-CD64 risulta aumentato in maniera significativaquei pazienti che all’endoscopia
presentavano un grado di ipertrofia pari a 4, sdada score di Parikh. Quindi i livelli variano iela-
zione alla gravita dell'ipertrofia. A questo proftosé opportuno puntualizzare che un elevato gdido
ipertrofia adenoidea non necessariamente correlaiatomi clinici gravi e viceversa, dal momente ch
anche un aumento lieve di volume, in aree critiph®, essere causa di sindromi cliniche gravi. Vigta

in caso di sintomatologia suggestiva, I'aumentdidelli di FcyRI-CD64 puo risultare un buon indicato-
re di patologia, in particolare nell'ambito di ypassibile resezione degli aggregati ipertrofici.
Analogamente, M130-CD163 aumenta proporzionalmemel volume adenoideo, in concomitanza con
FcyRI-CD64. In particolare e stata riscontrata unaetazione con un grado elevato di ipertrofia. Daegu
stato possibile generare un modello di predizia@iezdlume adenoideo. Tale modello considera pieglitt
le variabili: presenza di apnee notturne, flogadiedalte vie respiratorie e livelli sierici di CB3. Questi
due gruppi di sintomi, infatti, sono tra i piu segtvi di ipertrofia, da un punto di vista clinicéecondo
tale modello, elevati livelli di CD163, presenzaagnee notturne e presenza di flogosi alle alteegpira-
torie sono suggestivi di volume adenoideo pari@d,una efficienza complessiva del 76%.

Infine & stata riscontrata la correlazione deiélli di MPO con quelli di ECP, a ulteriore dimastione
della presenza di una componente immuno-allergiia patogenesi dell'ipertrofia adeno-tonsillare.

I monociti FyRI-CD64 aumentano proporzionalmente con i livellgdeste ultime due variabi-
li, cosi da supportare il ruolo che questo mare@atoud assumere anche nella diagnosi di tali
affezioni, oltre che delle patologie di tipo infeti e autoimmune per le quali gia viene utilizza-
to. Inoltre, e possibile fare analoghe considemaizp@er quanto riguarda la correlazione de livelli
di FcyRI-CD64 con quelli di M130-CD163 e di ECP.
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In conclusione, in considerazione dei risultatieatiti, € possibile suffragare l'ipotesi che
I'utilizzo clinico di FeyRI-CD64 e M130-CD163 possa essere utile nel ricomesnto della gra-
vita del grado dellipertrofia, soprattutto nelldividuazione di un momento adeguato in cui pro-
grammare la resezione chirurgica. | livelli di MPi@yece, possono risultare utili nel riconosci-
mento dell’origine di alcuni quadri dall’eziolog@ubbia, come nel caso di infezioni delle basse
vie aeree, estremamente frequenti in etad pediatiche non sempre riconoscono un primum mo-
vens ben determinabile; in tal modo e possibilealare una sintomatologia tipicamente di tipo
cronico-ricorrente con un processo di tipo progresshe, sebbene parafisiologico, puo essere

Y

causa di affezioni anche gravi con conseguenzegoltermine altrettanto pericolose.

Tabelle e figure

Tabella 1. Descrizione demografica del campione ogijo dello studio.

67 pazienti (25 femmine, 42 maschi, eta media 4.8ra)

Sl NO
Allergia (risposta positiva agli SPT) 9 58
Flogosi ricorrenti alte vie aeree ° 20 47
Flogosi ricorrenti basse vie aeree ° 7 60
Russamento 61 6
Apnee 43 24

Grado 1 Grado 2 Grado3 Grado 4

Volume adenoideo (classificazione di Parikh) 0 0 35 32
Volume tonsillare (classificazione di Mackenzi¢) 24 10 25 8

Tabella 2. Mediana (md) e 25°-75° percentie (IQR)alle variabili indagate, tenendo separati il gruppaodi
controllo e i pazienti, e p-value dato dal confrord tra le due popolazioni.

Gruppo controllo Pazienti p-value
ECP sierica :gdé;Gfg.Llug/L [gdé:lz _'f;‘?g’g_&g,L 00001
TRIPTAS! sierica fgdg:?’ffgf’lbmgm
MPO :gdé:aj-ggrjgéTlng/m [nglgggs?-g,%/;nSI ng/ml <0.0001
CD163 :T(]ngAéZ)ér;gg;;/mL :T(]?deézégflnﬂrgl;lg/mL <0.0001
ECP dosata su secretq md: 9.3ug/L :gdéfsfgigiggm ns
TRIPTASI su secreto | md: <lug/L rnglozgégg;g/L ns
FCy RI (%) :gdé:lf(.)('):_o/loﬁA? % fgdé;lslfzzfgm % "
FCy RI (# siti) :T(]gdé;zz,?ffpz,ggg :T(]ng::zz,?f()SO.S-ZAOZB ne

- 454 -




Boll Soc Med Chir Pavia 2012;125(2):445-458

— 6000

=3
3
T

(e <om0r

é —_— _ I
ol

Gruppo controllo Pazienti Gruppo controllo Pazienti

pvalue<0.0001 | —T——

s
&
3
8
T

ECP sierica [ng/L]
s
8
T

MPO [ng/mL]

n
S
T
N
8
S
8
T

o
T

=

2000

1800 |- —_——
p-value <0.0001

1600 |-

1400 -

1200 -

1000 (-
800 -

600 -

CD 163 [ng/mL]

400

200

- Gruppo controllo Pazienti
Figura 1. Distribuzione di ECP sierica (A), MPO (B)e M130-CD163 (C) nel gruppo di controllo e nei pa-
zienti. | dati sono espressi come mediana (linea g, 25°-75° percentile (estremi della scatola) ealori
minimo e massimo (linee verticali). Sono riportatanche i p-value dei confronti.
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Figura 2. Distribuzione dei livelli sierici di MPO nel gruppo di bambini non allergici e allergici. dati sono
espressi come mediana (linea nera), 25°-75° perciintestremi della scatola) e valori minimo e massio
(linee verticali). Viene riportato anche il p-valuedel confronto.
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Figura 3. Distribuzione dei livelli sierici di ECP nel gruppo di bambini con o senza flogosi ricorreritalle
alte vie aeree. | dati sono espressi come mediarimé€a nera), 25°-75° percentile (estremi della scala) e
valori minimo e massimo (linee verticali). Viene gportato anche il p-value del confronto.
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Figura 4. Distribuzione dei livelli sierici di MPO nel gruppo di bambini con o senza flogosi ricorreritalle
basse vie aeree. | dati sono espressi come medidlivdea nera), 25°-75° percentili (estremi della s¢ala) e
valori minimo e massimo (linee verticali). Viene portato anche il p-value del confronto.
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Figura 5. Distribuzione di CD163 sierica (A) e FgRI-CD64 (B) nel gruppo di bambini con volume ade-
noideo pari a 3 e pari a 4. | dati sono espressi g@ mediana (linea nera), 25°-75° percentili (estrendella
scatola) e valori minimo e massimo (linee verticgli Sono riportati anche i p-value dei confronti.

100F wf
p-value=0.0170 0
=02,
1wl rho=0.294 o
10k
b e
o = 80
I 10 S
F} & 0
2
5 s £ 0l
2 o H
% ) o ﬂ-
yar o 4
B w
al 3 °
o
o -
o & T 0,00
o & %
4 %% ¢ 0o
o o s o
o BP oML o o8 39@& o 0 o
0 ] 1 | | | 0 ul 1 1 |

I I I
0 m 400 600 800 1000 0 2000 4000 6000 3000 10000
Conta cosinofili MPO (ng/mL)

Figura 6. Correlazione tra ECP sierica e conta degleosinofili (A) e tra ECP sierica e livelli sieri¢ di
M130-CD163. Vengono riportati p-value e coefficierd rho della correlazione di Spearman.

- 456 -



Boll Soc Med Chir Pavia 2012;125(2):445-458

10000 10
o -
p-value=0.0033
tho=0.413
1l o tho=0.41:
8000}
a
— 1
: 3
&)
S 600 E
K} P
£ £
a &
g . : £
a o ol
% sl on
o 2
o a
a
a a a0l . %
a o
00| a a a
% 0 ot o a
oo o p - a a
a
o o Ean a a a
g of
) @0 a of$EaE o a
ul L L L L 0 ! I I ! I

0 0 0 B 4 E) 0 10 2 E) ) E)
Fegamma RI CD64 (%) Fe gamma R CD64 (%)

Figura 7. Correlazione tra FeyRI-CD64 (%) e livelli sierici di MPO (A) e tra FcyRI-CD64 (%) e livelli sie-
rici di ECP (B). Vengono riportati p-value e coefftiente rho della correlazione di Spearman.
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Figura 8. Correlazione tra FeyRI-CD64 (numero di siti) e livelli sierici di M130-CD163 (A) e tra
FcyRI-CD64 (numero di siti) e livelli sierici di ECP (B). Vengono riportati p-value e coefficiente
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