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La modulazione della risposta inflammatoria
nella sepsi. Quale futuro per I'applicazione clinica
dell’ossigenoterapia iperbarica?

Giovanni De Martino, Antonio Pisano
Dipartimento Assistenziale di Anestesia, Rianimazione, Terapia Intensiva, Terapia Iperbarica e
Terapia Antalgica. Universita “Federico 11” - Napoli

Da almeno vent’anni ¢ stato chiarito che I'Ossigenote- La sepsi & una patologia inflammatoria responsabile di ol-
rapia Iperbarica (OTI), ancorché efficace strumento tre 100.000 decessi ogni anno negli USA, con un incre-
per migliorare I’ossigenazione tissutale o, meglio, per com- mento di incidenza dell’1,5% annuo (17) ed una morta-
pensare un deficit nella capacita di trasporto dell’O, (1), lita del 28-50% nonostante la terapia con antibiotici, flu-
rappresenta un intenso potenziamento delle difese anti- idi, vasopressori ed ossigeno.

microbiche dell’organismo (1, 2) mediante un’aumentata La complessa fisiopatologia della sepsi non € stata ancora
formazione di specie reattive dell’ossigeno correlata alle completamente chiarita (18). La risposta infiammatoria
tensioni di O, superatmosferiche (3). Pit recentemente e inizia con la colonizzazione e proliferazione di microrga-
stato evidenziato come I’ossigeno iperbarico sia in grado nismi in un sito tissutale, con rilascio di enzimi esogeni e
di agire come un vero e proprio trasduttore di segnale, tossine, che attivano e promuovono il rilascio da parte dei

modulando il rilascio di ossido nitrico e I'espressione di macrofagi di mediatori endogeni (citochine) che, travali-
citochine, fattori di crescita, molecole di adesione inter- cando la normale risposta infiammatoria, danno vita ad
cellulare e sistemi enzimatici antiossidanti (4-10). un processo caotico (caratterizzato cioe da una risposta
In particolare, € stato dimostrato che I'OT]I riduce I'ade- non proporzionale allo stimolo) in cui vari nodi (sistemi
sione e il “rolling” dei polimorfonucleati mediante I'ini- molecolari, cellulari e d’organo) e diversi sistemi (infiam-
bizione delle b,-integrine dei neutrofili (11-13) e inibisce mazione, coagulazione, fibrinolisi) si influenzano recipro-
I'interazione tra leucociti ed endotelio grazie ad una down- camente (19). Questi mediatori producono effetti biolo-
regulation delle molecole di adesione cellulare quale la gici amplificati, causando risposte inflammatorie, altera-
molecola di adesione intercellulare 1 (ICAM-1) (14). I zioni nel tono vascolare, anomalie della coagulazione e
miglioramento della perfusione microvascolare che da cio depressione del miocardio. Le citochine principalmente
scaturisce € molto probabilmente da mettere in relazione implicate sono rappresentate dal fattore di necrosi tumo-
anche con I'inibizione della sintesi di ossido nitrico (5, 9, rale a (TNFa) e dalle interleuchine 1 e 6 (IL-1, IL-6). Seb-
15). Infine, nonostante I'aumentata formazione di radi- bene tutte le cellule presentino recettori per il TNFa, il
cali liberi dell’ossigeno in misura direttamente proporzio- principale “organo” bersaglio nella risposta settica & I'en-
nale alla pressione parziale di O,, I'OTI sembrerebbe ri- dotelio.
durre lo stress ossidativo (7) grazie ad un aumento dell’at- Il contatto tra recettore endoteliale e TNFa induce, attra-
tivita superossido dismutasica sulla superficie endoteliale verso I'attivazione del fattore nucleare-kB (NF-kB) intra-
ed ai meccanismi adattativi indotti dai danni al DNA pro- cellulare, la trascrizione di numerosi geni, il cui risultato fi-
dotti dall’ossigeno iperbarico (16). nale ¢ la produzione di citochine proinfiammatorie (IL-1 e
IL-6) e I'espressione sulla superficie endoteliale del Fattore
- . o ] ] N Tissutale (TF), capace di innescare la coagulazione, e di
Indirizzo per la richiesta di estratti: molecole di adesione (VCAM-1, ELAM-1, ICAM-1). A
Prof. Giovanni De Martino contatto con queste molecole, i leucociti rallentano il loro
AOU “Federico II” - Edificio 8 flusso e, una volta attivati dalle citochine proinfiammato-
Via Pansini, 5 - 80121 Napoli rie, esprimono sulla loro superficie le integrine, che si fis-
Tel. 081_7463_546_ sano alle molecole di adesione endoteliali, con conseguente
L gdemarti@unina.it A blocco e concentrazione di leucociti nella regione attivata
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ed una eventuale migrazione nei tessuti. La migrazione e
I'accumulo dei leucociti al sito di inflammazione, che gio-
cano un ruolo critico nella genesi del danno d’organo, sem-
brano favorite nella risposta settica da una sovraregolazione
(up-regulation) dell’espressione genica delle molecole di
adesione nell’endotelio microvascolare (20).

La cellula endoteliale diventa quindi una “centrale” in
grado di innescare il processo coagulativo (produzione di
Fattore Tissutale), di amplificare la risposta infiammato-
ria (produzione di citochine) e di attivare e concentrare
gli effettori cellulari della risposta innata (con attivazione
di macrofagi e leucociti). Il risultato finale é rappresen-
tato da riduzione della perfusione tissutale e stress o0ssi-
dativo e nitrosativo, con danno e disfunzione d’organo.
Nel corso degli ultimi anni sono stati condotti alcuni espe-
rimenti in vitro ma soprattutto diversi studi su modelli
animali che sembrano delineare un possibile ruolo
dell’OTI nel trattamento della sepsi, evidenziando effetti
benefici del’OTI sul danno d’organo e sullo shock e ini-
ziando a far luce su alcuni meccanismi biochimici che sa-
rebbero alla base di tali effetti, con particolare riferimento
alla capacita dell’ossigeno iperbarico di modulare la ri-
sposta infiammatoria. Il presente lavoro si ripropone, at-
traverso I'analisi della letteratura e alla luce di alcune con-
siderazioni di carattere clinico e gestionale, di fare il punto
sulle prospettive future di utilizzo del’OTI come tratta-
mento aggiuntivo della sepsi severa e dello shock set-
tico.

Le proprieta antibatteriche dell’ossigeno sono note da
tempo (21). In particolare, & ormai accertato che I'OTI
esplica un’intensa azione antibatterica, di tipo diretto su-
gli anaerobi, privi di sistemi enzimatici di detossicazione
dei radicali, e di tipo indiretto sugli aerobi, verso i quali
la somministrazione di ossigeno iperbarico agisce sia pro-
movendo lattivita cidica dei polimorfonucleati (PMN),
che si realizza attraverso I'*“oxidative burst” (22), sia si-
nergizzando I'azione di alcuni antibiotici. Quest’ultimo
effetto si realizza attraverso diversi meccanismi: ad esem-
pio, il potenziamento del trasporto degli aminoglucosidi
e dei fluorochinoloni attraverso la parete batterica per
mezzo di un carrier ossigeno-dipendente, oppure il pro-
lungamento dell’effetto post-antibiotico (PAE) — cioé del
tempo necessario per la ricrescita batterica dopo I'espo-
sizione ad un agente antimicrobico — degli aminogluco-
sidi, forse legato all’induzione da parte dell’OTI di uno
stress ossidativo al quale i batteri non sono in grado di
adattarsi a causa dell’inibizione della sintesi proteica in-
dotta dall’antibiotico, o ancora il potenziamento
dell’azione dei sulfamidici legata all’ossidazione di enzimi
e di prodotti intermedi della via dei folati.

Se il potenziale antibatterico dell’OTI, cosi come la capa-
cita di migliorare la disponibilita di ossigeno tissutale, non
vanno sottovalutati, le evidenze di Letteratura suggeri-
scono che le proprieta dell’ossigeno iperbarico di trasdut-
tore di segnale e la conseguente capacita di interferire con
i diversi mediatori del danno durante la sepsi —tra cui I’os-
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sido nitrico, le citochine, le molecole di adesione, lo stato
ossidativo — possono fornire un contributo altrettanto im-
portante agli effetti terapeutici dell’OTI nella sepsi.

Gia Lahat e coll. (4) avevano osservato come I'OTI fosse
in grado di prevenire il marcato incremento della secre-
zione di TNF-a indotto dal lipopolisaccaride (LPS) in mo-
nociti/macrofagi derivati da sangue periferico, milza e pol-
moni di ratto, suggerendo un ruolo del TNF-a nel me-
diare gli effetti dell’OT]1 osservati su alcuni tessuti e sulla
loro risposta immune.

Successivamente, in un modello animale di shock indotto
da zymosan (un componente della parete cellulare di Sac-
charomyces cerevisiae), Luongo e coll. (5) suggeriscono
che 'aumento della sopravvivenza nel gruppo trattato con
OTI possa essere legato soprattutto all’inibizione della
sintesi di ossido nitrico (NO) da parte del radicale supe-
rossido prodotto in conseguenza dell’iperossia iperbarica,
con un conseguente effetto vasocostrittore periferico di-
retto ed una riduzione della permeabilita delle membrane
biologiche. Dopo I'induzione di peritonite acuta, ipoten-
sione severa e segni di malattia sistemica in ratti mediante
iniezione di zymosan, I'esecuzione di dosaggi seriati dei
metaboliti dell’ossido nitrico (NOX) e dei livelli di TNF-
a a livello peritoneale e plasmatico ha evidenziato una ri-
duzione dei livelli di NOx (legata forse alla produzione
da parte dell’OT]1 di anione superossido, in grado di ini-
bire la NO sintasi) e di TNF-a nei ratti trattati con OTI.
Pil recente e I'osservazione di Benson e coll. (23) che
I’OTI riduce transitoriamente la produzione di IL-1b e
TNF-aindotta da fitoemoagglutinina (PHA) in colture di
monociti-macrofagi umani ma la aumenta dopo esposi-
zione prolungata, cio che suggerisce come la durata del
trattamento possa influire sugli effetti terapeutici del’OTI
nella sepsi.

E stato anche osservato da Fildissis e coll. (24) che I’ossi-
geno iperbarico ¢ in grado di aumentare la produzione di
TNF-a, IL-6 e IL-8 e di ridurre la concentrazione della
molecola di adesione intercellulare 1 solubile (SICAM-1)
in campioni di sangue intero precedentemente stimolati
con LPS. | differenti risultati ottenuti da questi autori ri-
spetto ai lavori precedentemente riportati relativamente
agli effetti dell’OT] sulla produzione delle citochine po-
trebbero derivare dall’aver utilizzato campioni di sangue
intero anziché colture cellulari. Comunque, la riduzione
dei livelli di SICAM-1, presumibilmente correlata agli au-
mentati livelli di IL-8, suggerisce che I'inibizione dell’ade-
sione dei PMN all’endotelio mediante la modulazione
dell’espressione di ICAM-1 potrebbe contribuire agli ef-
fetti benefici dell’OTI nella sepsi.

Un importante contributo alla comprensione del poten-
ziale valore terapeutico dell’OTI nella sepsi é stato ag-
giunto ultimamente da Buras e coll. (8). Utilizzando un
accreditato modello murino di sepsi polimicrobica indotta
mediante legatura cecale e successiva puntura (CLP) (25),
gli autori hanno dimostrato che 90 minuti di OTl a 2.5
atmosfere (atm), iniziata 12 h dopo la CLP e sommini-
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strata due volte al giorno, hanno raddoppiato la soprav-
vivenza degli animali durante un’osservazione di 4 giorni.
Al contrario, né lo stesso profilo di OTI praticato una
volta al giorno né la respirazione di ossigeno puro ad 1
atm (iperossia normobarica) hanno mostrato alcun effetto
sull’outcome. Sorprendentemente, I'aumento della pres-
sione parziale di ossigeno a 3 atm é risultato associato ad
un marcato incremento di mortalita, probabilmente le-
gata ad un danno ossidativo, come suggerito da un recente
lavoro di Oter e coll. (26) che ha evidenziato un accumulo
massimale di sostanze reattive dell’acido tiobarbiturico —
un accettato marker di accumulo di prodotti di perossi-
dazione lipidica — nei polmoni e nel cervello di ratti espo-
sti ad OTI quando la pressione veniva aumentata da 2.5
a 3atm.

Sebbene queste osservazioni, come suggeriscono gli stessi
autori, non possano essere ricondotte in maniera paradig-
matica allo scenario clinico della sepsi umana, il lavoro di
Buras e coll. (8) é di particolare importanza perché per la
prima volta viene riportata una curva dose-risposta “ad
U” degli effetti del’OTI in condizioni di iperinfiamma-
zione e viene posta I'attenzione sul rapporto tra il grado
di iperossia e il bilancio tra formazione di specie reattive
dell’ossigeno e conseguente danno ossidativo da un lato,
e risposta adattativa antiossidante, che probabilmente con-
tribuisce agli effetti benefici nella sepsi, dall’altro (27).
Altro punto chiave evidenziato da Buras e coll. (8) riguarda
il meccanismo alla base dell’aumentata sopravvivenza as-
sociata all’uso della “dose ottimale” di OTI. Utilizzando
topi transgenici IL-107, questi autori hanno dimostrato
che I'effetto protettivo dell’OTI potrebbe essere in parte
legato alla capacita dell’animale di produrre la citochina
anti-infiammatoria IL-10, dal momento che i macrofagi
peritoneali isolati dai topi CLP trattati con OTI mostra-
vano un’aumentata espressione di IL-10 in risposta al LPS
rispetto ai controlli CLP e che i topi IL-107 trattati con
OTIl a 2.5 atm ogni 12 h non risultavano protetti dalla
mortalita associata alla CLP.

Negli ultimi anni sono stati osservati effetti benefici
dell’OTI sul danno d’organo in modelli animali di sepsi.
Oter e coll. (7) riportano gli effetti dell’ossigeno iperba-
rico, da solo o in combinazione con la terapia antibiotica
(cefepime), sulla funzione e sulla morfologia epatiche in
ratti resi settici mediante iniezione intraperitoneale di una
sospensione di Escherichia coli. Il danno settico determi-
nava un marcato incremento dei markers di stress ossida-
tivo tissutale, un aumento dei livelli ematici di transami-
nasi ed intense infiltrazione neutrofila e degenerazione
cellulare alivello epatico. Il trattamento antibioticoe 'OTI
da soli risultavano in una riduzione dei livelli di transami-
nasi e dello stress ossidativo, ma i migliori risultati si ot-
tenevano con la combinazione dei due trattamenti, che
eral’'unica in grado di restituire una biopsia epatica quasi
normale. Inoltre, gli animali trattati con OTI presenta-
vano un incremento di attivita antiossidante (superossido
dismutasi, catalasi) a livello epatico. Rispetto ai modelli
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di shock indotto da LPS o da zymosan, che non riflettono
tutti gli aspetti della sepsi batterica umana, il lavoro di
Oter e coll. (7) ha il merito di aver utilizzato un modello
animale di sepsi sistemica come risultato di un’infezione
localizzata e di aver integrato il trattamento standard con
antibiotici (28).

Utilizzando lo stesso modello di sepsi, Edremitlioglu e
coll. (29) hanno osservato, nei ratti trattati con OTI, un
ritorno ai valori normali della velocita di filtrazione glo-
merulare e del flusso urinario, una riduzione ai valori del
gruppo di controllo dei livelli di malonildialdeide (MDA)
alivello corticale e midollare renale, ed un aumento dell’at-
tivita catalasica e superossidodismutasica renali, che erano
fortemente ridotte nei ratti settici. L'OTI sembrerebbe
quindi mostrare un effetto benefico sulla disfunzione re-
nale indotta dalla sepsi, presumibilmente legato ad una
riduzione del danno ossidativo conseguente ad una au-
mentata attivita antiossidante.

Piu recentemente, Chang e coll. (9) hanno riportato, in
un modello di danno renale, epatico e polmonare indotto
da LPS in ratti, e quindi pur con i limiti di un modello
“sterile” di infammazione, una riduzione del danno pol-
monare nel gruppo trattato con OTI, apparentemente le-
gata all’inibizione della sintesi di NO, in particolare me-
diante un’inibizione dell’espressione della NO sintasi in-
ducibile (iINOS) che sembra coinvolgere la eme-ossige-
nasi 1 (HO-1).

Infine, in un modello sperimentale simile per il quale val-
gono quindi le stesse limitazioni, Sakoda e coll. (30) hanno
osservato gli effetti dell’OTI sul danno della mucosa in-
testinale e sulla conseguente traslocazione batterica se-
condari alla somministrazione intraperitoneale di LPS.
L'OTI praticata 3 ore dopo I'insulto ha ridotto il danno
istologico nell’ileo terminale e I'incidenza e I'entita della
traslocazione batterica ai linfonodi mesenterici a 24 h, con
un aumento della sopravvivenza. Inoltre, 'OT]I si &€ mo-
strata in grado di ridurre laiNOS di mucosa, I'attivita mie-
loperossidasica e la concentrazione di nitrati/nitriti pla-
smatici. L’analisi immunoistochimica ha rivelato che 'OTI
modifica specificamente I'attivazione dell’NF-kB, un me-
diatore importante nell’espressione delle citochine infiam-
matorie (v. sopra), entro 4-6 ore dall’iniezione di LPS.
L'OTI potrebbe quindi ridurre la disfunzione della bar-
riera intestinale nella sepsi modificando I'attivazione di
NF-kB e riducendo cosi la conseguente sovrapproduzione
di NO e I'attivazione della mieloperossidasi.

I meriti innegabili di questi studi consistono nel fornire
un contributo talora importante alla comprensione della
complessa fisiopatologia della sepsi umana e degli interes-
santi effetti biochimici dell’ossigenoterapia iperbarica che,
come si va via via chiarendo grazie proprio a questi lavori,
vanno certamente al di 1a dell’aumento dell’ossigenazione
tissutale e dell’effetto antibatterico da radicali dell’ossi-
geno.

Tuttavia, la loro implicazione clinica ¢ limitata da una se-
rie di considerazioni:
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a) sitratta per lo piu di studi, se non in vitro, su modelli
animali di iperinflammazione endotossica 0, nel mi-
gliore dei casi, di infezione generalizzata in modelli
animali filogeneticamente lontani dall’'uomo che cer-
tamente non riflettono la complessita della patologia
umana;

b) sono necessari studi futuri, che presumibilmente do-
vranno contemplare un’analisi dettagliata del delicato
equilibrio tra proprieta antiossidanti, formazione di
specie reattive dell’ossigeno e stress ossidativo, che
siano in grado di chiarire il complesso bilancio tra ef-
fetti benefici ed effetti dannosi dell’OTI negli stati in-
fiammatori;

¢) ulteriori studi sono inoltre indispensabili per elabo-
rare i protocolli di OTI piu efficaci e razionali nel pa-
Ziente con sepsi, con particolare riferimento a durata,
frequenza, pressioni di trattamento, e per identificare
lo stadio di malattia nel quale 'OTI potrebbe dare i
maggiori benefici, dal momento che non & chiaro se
I'OTI possa migliorare I'outcome nel paziente in shock
settico o ad esempio prevenire la progressione della
sepsi verso il danno d’organo (sepsi grave) o lo shock
settico;

d) I'eventuale applicazione clinica su larga scala dell’OTI
nel paziente settico & peraltro ostacolata dalla com-
plessita tecnica e dai rischi del trattamento nel paziente
con sepsi grave/shock settico.

In primo luogo, appare evidente la difficolta logistica di
inviare quotidianamente (se non piu volte al giorno) presso
un Centro di Terapia Iperbarica un paziente critico, spesso
intubato o tracheostomizzato, sottoposto a ventilazione
meccanica, a monitoraggio invasivo, a terapie infusionali
multiple mediante pompe elettroniche se non a complesse
terapie sostitutive come ad esempio I'emofiltrazione con-
tinua.

Secondo, nonostante la disponibilita in commercio di ven-
tilatori meccanici e pompe infusionali adatti all’utilizzo in
ambiente iperbarico, e di passaggi a scafo per i monitor-de-
fibrillatori, durante I'esecuzione del trattamento iperbarico
non & sempre possibile garantire lo standard assistenziale
e terapeutico indispensabile per mantenere il delicato equi-
librio del paziente settico. Ad esempio, se in alcuni casi puo
essere ininfluente dal punto di vista prognostico ridurre al
minimo (es. frequenza cardiaca, pulsossimetria) il monito-
raggio per il relativamente breve tempo del trasporto e del
trattamento iperbarico e ammesso che si disponga del nu-
mero sufficiente di pompe-siringa “iperbariche” per con-
tinuare la corretta terapia di supporto farmacologico, nel
paziente settico con grave danno polmonare (ARDS) il di-
stacco da un ventilatore meccanico sofisticato a beneficio
di un periodo di ventilazione manuale o, nel migliore dei
casi, di ventilazione mediante ventilatore ad utilizzo iper-
barico, certamente meno “sensibile” e versatile, potrebbe
significare I'annullamento di successi terapeutici faticosa-
mente ottenuti mediante oculate strategie ventilatorie e op-
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portune manovre di reclutamento alveolare. Vainoltre con-
siderato che nel paziente con ARDS la riduzione del rap-
porto pO,/FO, legata al danno polmonare associato alla
sepsi potrebbe rendere difficile raggiungere le elevate pO,
necessarie per ottenere gli effetti terapeutici e vanificare i
potenziali benefici del’OTI.

Tutto cio rende ancor piu difficile, al di la dei tanti punti
oscuri ancora esistenti sulla fisiopatologia della sepsi e
sull’interazione tra questa e I’ossigeno iperbarico, ipotiz-
zare I'inizio di una sperimentazione sulla patologia umana.
Tuttavia, diverse sono pure le evidenze sperimentali che
indicherebbero potenzialmente I'OT], in un futuro forse
ancora lontano, come una interessante strategia terapeu-
tica per una patologia molto frequente nelle Terapie In-
tensive e con una mortalita ancora troppo alta.
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