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Prefazione

L’ encefal opatia ipossico-ischemica € la piu importante conseguenza dell’ asfissia perinatale
ed éunadellemaggiori causedi morte neonatal e e disabilitaneurol ogicanel bambino. L’ incidenza
stimata e di circa 1-2/1000 nati atermine efino al 60% nei neonati prematuri di peso inferiorea
1500 grammi. Una percentuale trail 20 e il 50% del neonati che sviluppano una encefal opatia
ipossico-ischemicain seguito ad asfissiaperinatale muore nel periodo neonatal e, dei sopravvissuti
circail 25% presentahandicap neurologici maggiori (paralisi cerebrale, ritardo mentale, disturbi
d’ apprendimento, epilessia). | deficit neurologici maggiori compaiono tipicamente dopo breve
tempo dall’ evento asfittico, mentre eventi anossici moderati possono dar luogo, anche se in
assenzadi specifici quadri lesivi, ad alterazioni piu sottili dello sviluppo cerebrale, che s rendono
evidenti sul piano funzionale anche a distanza di anni. Dati epidemiologici recenti indicano
infatti un’incidenza piu elevata di disturbi attenzionali e cognitivi di varia natura e gravitain
bambini in eta scolare senza disabilita apparenti ma con un insulto anossico alla nascita.

A tutt’ oggi, lagestione del neonato coninsulto ipossico/ischemico nel reparti di tergpiaintensiva
neonatal e prevede principa mente misure di rianimazione primaria. Infatti, nonostante gli studi
sperimentali degli ultimi anni abbiano contribuito a chiarire almeno in parte la complessa
patogenesi del danno cerebrale ipossico/ischemico nel neonato, le strategie diagnostiche e di
intervento nella fase acuta sono ancorainsufficienti. Alcune terapie tuttorain fase sperimentale
sembrerebbero avere un’efficacia neuroprotettiva, quali I’induzione dell’ ipotermia, la
somministrazione di antiinfiammatori non steroidei, antiossidanti, calcio-antagonisti, mai dati
clinici sono limitati e poco incoraggianti a tale proposito, probabilmente per la difficolta di
pianificare e condurre trial clinici anche per la complessita e la multifattorialita della sindrome
post-asfittica nel neonato. La disponibilita di tecniche diagnostiche adattate alla particolare
fisiologia del neonato, sarebbe di grande importanza sia per I’intervento precoce, sia per
I'individuazione dei neonati arischio di esiti adistanza, che seppur di minore gravita hanno un
elevato impatto sanitario e sociale. Le funzioni attenzionali/cognitive sono infatti quelle piu
suscettibili ad appropriati interventi di recupero in fase prescolare e scolare e quindi
I"individuazione di fattori di rischio neuropsicologico nei bambini senza disabilita maggiori
deverappresentare uno degli obiettivi principali per lagestione complessivadi questo importante
problema sanitario.

Questa monografia raccoglie contributi di diversi gruppi clinici e sperimentali presentando
un’analisi aggiornata di diversi aspetti della encefal opatia i possi co-ischemica nel neonato, con
I’ obiettivo di:

-illustrarelo stato dell” arte sullapatogenesi del danno cerebral e daipossialischemianel neonato;

- produrre un quadro aggiornato sulle strategie d’ intervento attualmentein uso e sulletecniche
diagnostiche piu avanzate per la valutazione del danno cerebrale nei neonati ad alto rischio;

- valutareil potenziae utilizzo di terapie ancorain fase sperimentale, e di marcatori fisiologici
con valore diagnosti co/prognostico, anche in riferimento a modelli animali;

- proporre ai clinici impegnati in questo settore la possibile utilizzazione di indici
comportamentali precoci di rischio, particolarmente importanti per laprevenzioneel’ intervento
nel caso di deficit neurocomportamentali a piu tardiva comparsa.

Ringraziamo tutti gli autori che con il loro impegno hanno reso possibile larealizzazione di
guesto fascicolo.
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Riassunto. - L' encefal opatia ipossico-ischemica & una delle maggiori cause di morte neonatale e disabilita
neurologica nel bambino. L'incidenza stimata € di circa 1-2/1000 nati a termine e fino a 60% nei neonati
prematuri di peso inferiore a 1500 grammi. Pur non potendo distinguere lesioni anatomo-patol ogiche esclusive
del neonato atermine o pretermine, € noto che nel primo prevalel’ interessamento dellasostanzagrigiacerebrale
mentre nel secondo quello della sostanza bianca. Nei neonati pit immaturi spesso il quadro € complicato dalla
concomitante emorragia peri-intraventricolare. Trai fattori che determinano la differente topografia del danno
cerebral e ipossi co-ischemico perinatal e ricordiamo: I’ intrinseca vulnerabilita di acune cellule o regioni, fattori
vascolari, natura e durata dell’insulto, et e maturita del neonato.

Parole chiave: asfissia perinatale, neonato pretermine, danno cerebrale, leucomalacia periventricolare,
emorragiaintraventricolare.

Summary (Hypoxic-ischaemic encephal opathy in the newborn). - Cerebral hypoxia-ischaemia occurring in
thefetusand newbornisamajor cause of acute mortality and chronic neurologic disability in survivors. Statistics
suggest an incidence of systemic asphyxiain 1-2/1000 full-term infants and an incidence that approaches 60%
in very low birth-weight newborns. Although the neuropathological features are not exclusively characteristic
of full-term or preterm babies, it iswell known that the gray matter is predominantly involved in the term baby
while the white matter is damaged in the preterm newborn. In the premature infant encephalopathy is often
accompanied by peri-intraventricular haemorrhage. The different distribution of neuropathologic lesionsarising
from perinatal hypoxia-ischaemiadepend on several factors such asintrinsic cellular and regional vulnerability,
vascular factors, nature and duration of the insult, age and maturity of the infant.

Key words: perinatal asphyxia, preterm newborn, cerebral damage, periventricular leukomalacia,

intraventricular haemorrage.

Definizione

Il termine ipossia (anossia) denota una parziale (o
totale) carenzadi ossigenoin uno o pittessuti del corpo
incluso il sangue (ipossiemia, anossiemia). Il termine
asfissia indica la condizione in cui gli scambi gassosi
polmonari o placentari sono alterati conducendo
progressivamente a ipossiemia e ipercapnia e
successivamente bradicardia e ipotensione (asfissia:
letteralmente mancanza di polso, di pressione
sanguigna). L'ipossia moderata-severa & seguita da
acidosi metabolica per accumulo di acido lattico
derivante dal metabolismo anaerobio, mentre I’ asfissia
e generalmente associatacon acidos siametabolicache
respiratoria. L'ischemia € la riduzione o I'interruzione
del flusso ematico conseguente a ipotensione o
occlusione vasale. Nel feto o nel neonato I'ischemia e
determinata o da precedenti ipossia-acidosi con effetto
deprimente sul sistema cardiovascolare o da occlusione
vascolare. Pertanto, nel neonato asfittico, I'ipossia e
I"ischemia cerebrale vanno di pari passo e si parlain
genere di danno ipossico-ischemico.

Introduzione

L’ encefal opatia ipossico-ischemica € una delle
maggiori cause di morte neonatale e disabilita
neurologicanel bambino. L'incidenzastimataéedi circa
1-2/1000 nati atermine[1, 2] efino al 60% nel neonati
prematuri di peso inferiore a 1500 grammi [3]. Una
percentuale tra il 20 e il 50% dei neonati asfittici che
sviluppano una encefal opatia ipossico-ischemica
muoiono nel periodo neonatale, dei sopravvissuti circa
il 25% presenta handicap neurologici maggiori (paralisi
cerebrale, ritardo mentale, disturbi d’ apprendimento,
epilessia).

In generale le lesioni anatomo-patologiche (e i
conseguenti esiti adistanza) sono differenti nel neonato
a termine rispetto al pretermine. Nel primo prevale
I"interessamento della sostanza grigia cerebrale
(corteccia cerebrale, ippocampo, gangli della base,
emisferi cerebellari), nel secondo é interessata
prevalentemente la sostanza bianca. | fattori che
determinano ladifferentetopografiadel danno cerebrale
i possico-ischemico perinatale sono di vario tipo:
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intrinseca vulnerabilita cellulare o regionale, fattori
vascolari, naturae duratadell’insulto, eta e maturita del
neonato, fattori contingenti come ipoglicemia, sepsi 0
mal nutrizione.

In questa sede verranno schematicamente divise le
lesioni in base allaloro maggiore frequenzanel neonato
a termine o nel pretermine, ma, come sara piu volte
sottolineato, s trattadi unadivisione puramente didattica
in quanto non solo non esistono quadri esclusivi di uno
o dell’ altro tipo, ma spesso si hala coesistenza di varie
lesioni.

Encefalopatia ipossico-ischemica nel neonato
atermine

Leprincipali lesioni anatomo-patol ogiche nel neonato
sono: necrosi neuronale selettiva, danno cerebrale
parasagittale, necrosi cerebrale ischemica focale e
multifocale e leucomalacia periventricolare. Queste
lesioni verranno discusse separatamente benché
norma mente non si verifichino isolatamente.

Neuropatologia

Necrosi neuronale selettiva. - La necrosi neuronale
selettiva € la lesione piu comunemente osservata
nell’ encefal opatiaipossi co-ischemicadel neonato, anche
guando non rappresenta la lesione preponderante nel
guadro anatomo-patol ogico. Come espresso dal termine
stesso, éil neurone lasede principale del danno. | primi
cambiamenti sono delle vacuolazioni determinate dal
rigonfiamento dei mitocondri che si notanotrai 5ei 30
minuti dall’inizio dell’ipossia [4]. Nelle successive 24-
48 ore subentrano alterazioni del reticolo endoplasmatico
e del nucleo con picnosi o carioressi [5]. Nel 3-5 giorni
seguenti si assistea presentarsi di chiari segni di necrosi
e s instaura una astrocitosi. Nelle settimane successive
i macrofagi spugnosi eliminano i detriti necrotici e si
forma una matrice gliale. Lesioni molto gravi possono
esitare in cavitazioni, specie nella corteccia cerebrale.

Latopografiadel danno neuronale dipende per 1o piu
dallaseveritaeduratadel’insulto e dall’ etd gestazionale
del neonato. Si possono distinguere 4 pattern principali:

1) Danno diffuso: si verificaper insulti severi emolto
prolungati in neonati siaatermine che pretermine anche
se per lo pit in sedi diverse. | neuroni della corteccia
cerebrale sono particolarmente vulnerabili, in particolare
le cellule piramidali dell’ippocampo. Nel neonato a
termineel’ areadi Sommer lapit delicata, nel pretermine
il subicolo. Coninsulti piti gravi, nel neonato atermine,
vengono poi compromessi i neuroni dellacortecciavisiva
e peri-rolandica, fino a un interessamento diffuso della
corteccia. | neuroni degli strati corticali piu profondi ed
in particolare della profondita dei solchi sono i piu
danneggiati. Questatopografiariflette probabilmentela

suscettibilitadelle zone di confine vascolare. Per quanto
riguarda le strutture nucleari profonde il talamo é
coinvolto con uguae frequenzanel neonato atermine e
nel pretermine e spessolo éinsieme ai nuclei dellabase,
mentre i neuroni della testa del nucleo caudato e del
putamen sono colpiti pit frequentemente nel neonato a
termine, laddovenel pretermine prevalel’ interessamento
del globo pallido. Lacombinazionedi danno nel putamen
e nel caudato é unatipicalesione asfittica del neonato,
speciad menteatermine. Caratteristico dell’ encefalopatia
ipossico-ischemica neonatale & il coinvolgimento del
tronco-encefalo [6]. Nel neonato a termine la lesione
sembralimitarsi ai neuroni, nel pretermineil danno pud
essere tanto grave da esitare in necrosi cistica. Nel
mesencefalo particolarmente vulnerabile € il collicolo
inferiore, nel ponte i nuclei motori del V e VIl paio di
nervi cranici, laformazione reticolare, i nuclei cocleari
dorsali. Nel midollo alungatoi nuclei dorsali del nervo
vago, il nucleo ambiguo (IX e X paio di nervi cranici),
nucleo olivare inferiore, gracile e cuneato. Nel
pretermine é stata recentemente descrittal’ associazione
tra danno neuronal e cerebellare e perdita neuronale nel
nucleo olivare inferiore, forse per degenerazione
retrogradatransinaptica. |1 cervelletto € particolarmente
vulnerabile, in particolare nel neonato aterminelecellule
del Purkinje e nel pretermine i neuroni dei granuli
cellulari interni. Anchei neuroni del nucleo dentato sono
pit suscettibili che in atre etd. Nel midollo spinale
possono essereinteressate le cellule delle cornaanteriori
con manifestazioni clinichedi ipotoniaedebolezzafino
aconfigurarei quadri dellacosiddetta paralisi cerebrale
atonica[7].

2) Danno alla corteccia cerebrale e ai nuclei della
base: s verifica per insulti moderati-severi, graduali e
prolungati, principal mentein neonati atermine. Interessa
preva entementelaneocortex, in particolarel’ areapara-
sagittale peri-rolandica e I’ ippocampo, il putamen ed il
talamo. Studi condotti con risonanzamagneticanucleare
suggeriscono che questo siail quadro predominante in
circail 35-65% del neonati atermine asfittici [8].

3) Danno ai nuclei della base e al tronco encefalico:
si verifica per insulti severi ed acuti principalmente in
neonati atermine. Benchéi neuroni dei nuclel dellabase
edil talamo siano coinvolti nei 2/3 dei neonati atermine
asfittici, in circail 15-20% il coinvolgimento dei nuclei
della base, del talamo e del tronco-encefalo € predo-
minante[9]. Unapartedi questi casi con coinvolgimento
massiccio della sostanza grigia profonda evolve nel
cosiddetto stato marmorato, un disordine dei nuclel della
base e del talamo che nonostante sialegato ad uninsulto
perinatale non si rende evidente fin verso la fine del
primo anno di vita. Lealterazioni principali sono: perdita
neuronale, gliosi e ipermielinizzazione. La iper-
mielinizzazione, che non é stata descritta prima degli 8
mesi, € la caratteristica distintiva di questa lesione cui
conferisce il tipico aspetto “marmoreo”. Un tempo si



pensavachelefibre abnormemente mielinizzate fossero
assoni, con |"avvento della microscopia elettronicasi €
visto che, ameno in parte, si trattadi astrociti. Sembra
dunque che I’encefalo molto giovane, a tempo in cui
sta fisiol ogicamente mielinizzando alcune sue strutture,
siain grado di mielinizzare anche fibre non assoniche.
Questo tipo di risposta sembra dipendere siadal timing
dell’insulto sia dalla topografia della lesione. Resta
comungue sconosciutalapercentual e di neonati asfittici
che sviluppano questalesione e quali siano i fattori che
determinano I’ evoluzione verso gliosi e atrofia piuttosto
che verso |o stato marmorato. E’ stato ipotizzato che un
insulto cosi grave dadeterminarelaperditasiadei neuroni
che degli oligodendrociti possasolo evolverein atrofiae
gliosi senza possibilitadi “ipermielinizzazione”.

4) Danno pontosubicolare: trai vari tipi di necrosi
neuronale selettiva é il meno comune; si verificaper lo
piu nei neonati prematuri con un timing ancora da
definire e riguarda prevalentemente la base del ponte e
il subicolo dell’ippocampo; spesso si associa a
leucomalacia periventricolare.

Danno cerebrale parasagittale. - E' unalesionetipica
del neonato a termine caratterizzata da necrosi della
cortecciacerebrale e dellasostanzabianca sottocorticale
immediatamente adiacente, con una caratteristica
distribuzione “parasagittale”, per lo piu bilaterale e
spesso simmetrica. A volte la necrosi pud essere
emorragicaenei casi pill gravi estendersi nellacorteccia
cerebrale parieto-occipitale, esitando in atrofia.

Leucomalacia periventricolare. - Essendo unalesione
piu frequente nel neonato pretermine sara trattata
estesamente in seguito (vedi oltre).

Necrosi focale e multifocale. - Si trattadi una o mul-
tiple aree di necrosi localizzate nel territorio di
distribuzione di unao pit arterie cerebrali maggiori. Non
sempre é facile distinguerle da lesioni determinate da
una generale diminuzione del flusso ematico cerebrale
(necrosi parasagittale, leucomalacia periventricolare) e
Spesso sembrano coesistere. Dastudi anatomo-patol ogici
eemerso chel’incidenzaédel 5% trale 28-32 settimane
di etagestazionale, 10% trale 32-37 settimane, 15% tra
le 37 ele40 settimane. Incircail 50% dei cas écoinvolta
I’ arteriacerebralemedia, nel restanti casi sonointeressati
multipli piccoli vasi. Negli studi in vivo questa lesione
si riscontranel 20% dei neonati asfittici. In circail 90%
dei casi lalesione éunilaterale etralelesioni unilaterali
pressoché tutte riguardano I’ arteria cerebrale media. Di
tutti i casi che coinvolgono I’ arteria cerebrale media
unilateraleil 75% riguardalasinistra[10, 11].

Da un punto di vista microscopico s tratta di una
necrosi di elementi cellulari con distribuzione
tipicamente arteriosa, che comparetrale 18 ele 23 ore
dopo I’'insulto; poco dopo cellule monocito-
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macrofagiche migrano dai vasi nellalesione e nel giro
di 36-48 ore divengono macrofagi spugnosi. Dopo 3-5
giorni si ha iperplasia e ipertrofia degli astrociti che
nell’ arco di settimane 0 mesi formano un denso intreccio
di fibrille. Frequente &I’ esito in cavita cistiche.

Patogenesi

Lacondizioneclinicain cui si verifical’ encefa opatia
ipossico-ischemica é I’ischemia che in genere, ma non
necessariamente & preceduta o accompagnata da
ipossiemia. L’ipossiemia danneggiail sistema nervoso
centrale principalmente causando disfunzione
miocardica e perdita di autoregolazione del flusso
ematico cerebrale, con conseguente ischemia. Il timing
e la gravita dell’ipossia e dell’ischemia, nonché I’ eta
gestazionale del neonato sono i principali determinanti
della neuropatologia dellalesione.

Le cause principali di grave ipossiemia nel periodo
perinatale sono: asfissia, distress respiratorio, shunt
destro-sinistro. Le cause principali di ischemia: grave
ipossia di qualunque origine, asfissia intrauterina con
acidos e perdita della regolazione del flusso ematico
cerebrale, insufficienza cardiocircolatoria

| fattori che determinano la topografia del danno
cerebrale ipossico-ischemico perinatale sono di vario
tipo: 1) esiste una intrinseca vulnerabilita sia cellulare
(neuroni > oligodendroglia> astrociti >microglia> vasi)
che regionale (corteccia: strati 3, 5, 6; ippocampo,
sostanza bianca: subcorticale e periventricolare;
troncoencefalo: collicolo inferiore; cervelletto: strato
cellulare di Purkinje); 2) fattori vascolari: nell’ipossia
ischemia sistemicale lesioni si localizzano nei territori
di confine tra distretti vascolari, nell’ occlusione vasae
lalesione elocalizzataavalle dell’ ostruzione; 3) natura
eduratadell’insulto: ipossia, ipossia-ischemia, ischemia;
4) eta e maturita del neonato; 5) fattori contingenti:
ipoglicemia, sepsi, manutrizione.

Leragioni dellavulnerabilitadi certi gruppi di neuroni
nel sistema nervoso centrale sono diventate pitl chiare
negli ultimi anni. Sicuramente fattori vascolari giocano
un ruoloimportante. 11 danno neuronale éinfatti piu grave
nellazone di confine tra distretti vascolari (ad esempio
nella profondita dei solchi e nelle aree parasagittali);
d atra parte la stretta relazione che esiste trala necrosi
ponto-subicolare del prematuro e |'ipocapnia e
I'iperossia sembra suggerire un ruolo importante della
vasocostrizione in questa specifica lesione [12, 13].
Tuttavia la constatazione che il danno neuronale piu
selettivo non segua strettamente la distribuzione
vascolare faritenere che siano in gioco altri fattori. Ad
esempio la rapida maturazione e differenziazione dei
neuroni nel ponte e nel subicolo @ momento in cui si
verifical’insulto pud rendere ragione dellaloro maggiore
richiesta di energia, e della conseguente propensione
verso |"apoptosi.
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Per quanto riguardale diverse suscettibilitaregionali
€ possibile che siano legate a differenze metaboliche:
capacita di glicolisi anaerobia, richieste energetiche,
accumulo di lattato, funzione mitocondriae, flusso di
calcio, sintesi di ossido nitrico, formazione di radicali
liberi e capacita di neutralizzare gli stessi. Ad esempio
le alte richieste energetiche della sostanza grigia
profondapossono rendereragione del perché queste zone
siano particolarmente a rischio in caso di insulto
ischemico improvviso egrave. Unruolo hanno senz’ altro
ancheledifferenzerecettoriali, in particolare per quanto
riguarda i recettori del glutammato. Le zone che al
momento dell’insulto ipossico-ischemico sono
particolarmente ricche di sinapsi che usano come
neurotrasmettitore il glutammato sono le piu
danneggiate, cosi come avviene, ad esempio, nel periodo
perinatale per i gangli dellabase[14].

Esempi tipici di fattori vascolari come determinanti
latopografia del danno sono offerti dalla leucomalacia
periventricolare (vedi patogenesi oltre) e dal danno
cerebrale in sede parasagittale che rappresenta la zona
di confine tra i territori di irrorazione delle arterie
cerebrali maggiori, e quindi lapit suscettibile ai cali di
flusso cerebrale, specialmente in sede posteriore.

L’ occlusione vascolare e necrosi a valle e il
meccanismo patogenetico principale nella necrosi
ischemica focale e multifocale. Quale sia la causa che
determina |’ insufficiente o assente flusso in una arteria
cerebrale maggiore rimane sconosciuto in circa il 50%
dei casi, il 35% dei casi viene attribuito al’ asfissia, nel
rimanente 15% sono state trovate anomalie di sviluppo
vascolare, vasculopatie, alterazioni della coagulazione,
vasospasmo, distorsione vasale datraumasul capo o sul
collo, embolia e trombosi.

Diagnosi

Clinica. - Condizioni essenziai per la diagnosi di
sofferenza perinatale sono: anamnesi positiva per
sofferenza fetale (decelerazioni tardive a cardiotoco-
gramma, liquido amniotico tinto di meconio, acidosi
metabolica con pH<7,1 e/o EB =< 10 mEg/I nelle prime
2 ore di vita) depressione ala nascita con necessita di
rianimazione, e sintomi neurologici precoci.

I quadro clinico di un neonato che ha sofferto di
ipossia-ischemiadipendedal timing, dallaseveritaedalla
durataddl’insulto e pud variare dallacompletanormalita
fino alapresenzadi segni e sintomi nell’immediato post
partum. La sintomatologia neurologica del neonato a
termine asfittico € stata classificata da Sarnat e Sarnat
[15] in 3 stadi progressivi di gravita: asfissia lieve
(ipereccitabilitd, veglia protratta, riflessi vivaci, tono
normale o aumentato, midriasi, tachicardia), moderata
(apatia, riflessi vivaci, ipotonia, convulsioni, miosi,
bradicardia), grave (coma, riduzione o assenzadi rifless,
flaccidita, raramente convulsioni, variabilita della

dilatazione pupillare, variabilita della frequenza
cardiaca).

La stadiazione clinica alla nascita o subito dopo &
fondamentale per determinare la severita del danno
ipossico-ischemico, per iniziare il trattamento piu
appropriato e per stabilire la prognosi. Anche
I"evoluzione, con il passaggio da uno stadio all’atro &
un importante indice prognostico [16, 17].

A voltei neonati appaiono rel ativamentenormali nelle
primeoredi vitaper poi peggiorare rapidamente quando
insorgono le crisi convulsive, altre volte sono in uno
stadio 2 0 3 subito dopo lanascita. L’ attivita convulsiva
compare nel 50-70% dei neonati asfittici, specialmente
atermine, e nellamaggior parte dei casi nelle prime 24
ore con un esordio tanto pit precoce quanto piu é grave
I’ asfissia. Quelli che sopravvivono mostrano un
miglioramento nei giorni o nelle settimane seguenti, il
tempo impiegato per il recupero delle normali funzioni
neurologiche e anch’ un fattore prognostico alungo
termine.

Oltre alle disfunzioni neurologiche, in circa il 50%
dei cas I'asfissia determina alterazioni multi-organo
riguardanti il rene, il cuore, i polmoni , I’intestino, con
conseguenti alterazioni metaboliche quali ipoglicemia,
ipocalcemia, alterazioni idro-elettrolitiche, iperam-
moniemia, che contribuiscono ad aggravarele condizioni
di un sistema nervoso gia compromesso.

Srumentale. - EEG: nel grado 1 dellaclassificazione
di Sarnat e Sarnat I’ EEG é normale sianellaveglia che
nel sonno attivo e calmo, il ciclo del sonno e presente
mentre la durata degli stati é alterata. Nel grado 2 il
tracciato é di basso voltaggio, caratterizzato daritmi con
frequenzavariabile dallabanda deltaallabeta, avolte &
del tipo “basso voltaggio piu grafoel ementi patologici”,
il ciclo del sonno € presente ma spesso alterato, frequenti
le crisi elettrocliniche. Nel grado 3 il tracciato é
prevalentementeinattivo o parossistico, il ciclo del sonno
€ assente e sono presenti crisi con dissociazione
elettroclinica. Per quanto riguarda la prognosi questa e
favorevole per il grado 1, gravissima per il grado 3 in
cui le caratteristiche del tracciato riflettono una necrosi
neuronale corticale diffusa, mentre per il grado 2 é
favorevole sei segni clinici ed EEG tornano nellanorma
entro 5-7 giorni [18].

Una forma semplificata di elettroencefalogramma,
con soli 2 canali, pud essere ottenutain continuo con il
cerebral function monitor. Nonostante questa tecnica
possa rilevare solamente le alterazioni maggiori
dell’ attivitaelettricacerebral e (tracciato piatto, di basso
voltaggio, burst suppression, crisi convulsive), senza
possibilita di studiare le varie zone cerebrali, offre
I'incommensurabile vantaggio di poter essere eseguita
nell’arco delle 24 ore e di rilevare quindi in tempo reale
non solo eventuali cambiamenti dell’ attivitaelettricama
ancheil controllo dellaterapiasulle crisi elettricheoin
neonati curarizzati.



Neuroimmagini: I’ ecografiatransfontanellare @ molto
utilenell’individuarelelesioni dei gangli dellabase, del
talamo, la leucomalacia periventricolare, e danni
ischemici focali e multifocali, ma non € in grado di
rilevare lesioni corticali o del tronco encefalo in quanto
spesso molto piccole o comungue troppo periferiche.
D’altro canto laTAC, che pur non essendo eseguibile al
letto del paziente, richiede comunque dei tempi
relativamente brevi per |’ acquisizione delle immagini,
fornisceimportanti informazioni ancheriguardoil danno
corticale nella necrosi neuronale selettiva, ma il suo
valore € massimo diverse settimane dopo |’ insulto.

L'indagine sicuramente piu accurata per dovizia di
particolari, e piti precoce nello stabilirel’ entitadel danno
e la risonanza magnetica nucleare sia tradizionale ma
soprattutto con le nuove applicazioni in spettroscopia e
diffusione. Queste nuove applicazioni infatti non solo
consentono unamaggiore sensibilitanell’ individuazione
del danno ma permettono di anticipare I'indagine ale
primeoredi vitaconsentendo di formulare unaprognosi
tanto accurata quanto precoce. La risonanza magnetica
in spettroscopia (*H-MRS) é stata utilizzata per studiare
i cambiamenti biochimici associati con il danno
cerebrale. In particolare la *H-MRS puo rilevare
metaboliti quali: N-acetilaspartato (NAA) che
rappresenta essenzialmente un marker neuronale;
creatina (Cr) efosfocreatinache sono marker energetici;
Colina (Cho) che viene rilasciata a seguito di un
danneggiamento delle membrane e lattato (Lac) che si
accumulain rispostaametabolismo anaerobico[19, 20].

Prognosi

L’ outcomedi neonati con grave sofferenzaperinatale
e tuttora uno dei piu difficili interrogativi con cui si
confrontail neonatologo; sono stati studiati pertanto sia
singolarmente che associati il valore prognostico di:
indice di Apgar, emogasanalisi entro le prime 2 ore di
vita, decorso clinico, esame neurol ogico, elettroencefal o-
gramma, potenziali evocati, neuroimmagini, determina
zione del flusso ematico cerebrale, monitoraggio della
pressione intracranica. In questa sede ci occuperemo
essenzialmente dell’ andamento clinico e delle principali
indagini strumentali.

Alcuni aspetti della sindrome neurologica neonatale
sono particolarmente utili per formulare una prognosi:
lagravitadellasintomatologia, lapresenzaeil tempo di
insorgenza delle convulsioni, la durata delle anomalie
neurologiche.

Neonati con sindrome neurologica lieve hanno in
genere un recupero completo, quelli conlaformagrave
0 muoiono (80%) o presentano deficit (20%). Pur non
essendo chiaro se le convulsioni di per sé aggravino il
danno cerebrale o siano I’ espressione di una maggiore
compromissione, quando si verificano il rischio di
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sequele aumenta di 2-5 volte, tanto pit quanto piu
precoce € I'insorgenza. Per quanto concerne la durata
dei sintomi € esperienza comune che il neonato che
presenta una sindrome neurologicache durameno di 1-
2 settimane ha ottime probabilita di avere uno sviluppo
normale nei primi anni di vita, anche se poco & noto
riguardo alla performance in eta scolare [21, 22].

Oltre a quadro clinico molte informazioni utili per
formularelaprognosi possono essere date dalleindagini
strumentali: il tipo di tracciato elettroencefalografico e
le sue modifiche nel corso dei giorni, come gia citato
sopra, sono uno strumento di grande valore considerato
anche lafacilita di esecuzione a letto del paziente. Per
guanto riguarda le neuroimmagini sicuramente
I’ ecografiacerebrale élatecnicapiu utilizzata soprattutto
per la possibilita di esecuzione a letto del paziente,
rapiditd, basso costo e innocuita, anche se non é
sicuramente latecnicaappropriataper lo studio di quelle
zone che frequentemente sono danneggiate nel neonato
aterminequali lacortecciacerebraeoil tronco encefalo.
Sicuramente piu precise sono la TC e la RMN, in
particolare quest’ ultima, anche se richiede tempi piu
lunghi di esecuzione, offre senz’ atro le neuroimmagini
pit affidabili e con le nuove applicazioni in spettroscopia
e in diffusione mostra sin dalle prime ore di vita un
qguadro fedele di quello che € il danno e aiuta nel
formulare la prognosi a distanza.

Alcuni studi hanno dimostrato una diminuzione del
rapporto NAA/Cho e NAA/Cr eun aumento del rapporto
Cho/Crin neonati asfittici con gravi deficit dello sviluppo
al’etadi 1 anno. Inoltre sono stati dimostrati un aumento
del lattato e una diminuzione del NAA nel talamo e un
aumento del lattato e unariduzione della Cr nei gangli
della base dei neonati asfittici [19, 20].

Encefalopatia ipossico-ischemica nel neonato
pretermine

Il danno cerebraleipossico-ischemico nel pretermine
differisce daquello del neonato atermine daun punto di
vista neuropatologico e fisiopatologico in relazione a
differente grado di maturazione siadel tessuto cerebrale
chedel |etto vascolare. Néel preterminelelesioni cerebrai
predominanti sono: 1) I’ emorragia della zona germina-
tiva, 2) I’emorragia intraventricolare, 3) |I’emorragia
parenchimale, 4) laleucomalacia periventricolare.

Nei neonati prematuri una zona di confine tra letti
vascolari é localizzata nella sostanza bianca
periventricolare adiacente ai margini esterni dei
ventricoli laterali. Queste zone sono situate tra 3 e 10
mm dallaparetedel ventricololateraletrai rami terminali
delle arterie “centrifughe” che partono dal plesso
corioideo e le arterie “centripete” che originano sulla
superficie dell’ encefalo. Il numero dei vasi centrifughi
cresce con |’ etd gestazionale, la loro relativa esiguita
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nel neonato pretemine rende ragione della vulnerabilita
di questa zona al danno ischemico. La relativa
salvaguardia della corteccia cerebrale nel prematuro
potrebbe essere dovuta allapresenzadi unariccarete di
anastomosi tralearteriemeningeeelecerebrali anteriore,
mediae posteriore. Queste anastomosi, particolarmente
prominenti nel pretermine, tendono adiminuirecon|’ eta
gestazionale fino a una pressoché completa scomparsa
atermine di gravidanza

Neuropatologia

Lamatricegerminativaéun’ areagelatinosalocalizzata
nellazonaperiventricolaretrail nucleo caudato eil talamo
alivello del foramedi Monro o appena posteriormente a
guesto. E' formata da unariccarete di vasi le cui pareti
sono composte da un singolo strato endoteliae, senza
cellule muscolari liscie, elastinao collagene. Queste cel-
luleendoteliai contengono un gran numero di mitocondri
e hanno un metabolismo ossidativo particolarmente
attivo. All’interno della matrice sono contenute cellule
precursori dei neuroni edellaglia. Benchéi neuroni siano
giad migrati prima della ventiseiesima settimana, la
matrice germinativa continua ad essere una struttura
prominente fino alla trentaquattresima settimana di
gestazione e cellule gliali primitive possono essere
riscontrate nella matrice fino quasi a termine. La sua
irrorazione arteriosa € garantita dalla arteria di Heubner
(ramo della cerebrale anteriore), dalle arterie striate
laterali (rami della cerebrale media) e dall’ arteria
corioideaanteriore (ramo dellacarotideinterna). || sangue
venoso viene drenato nella vena di Galeno.

Emorragia subependimale. - 11 sanguinamento nelle
emorragieintraventricolari generalmente cominciadalla
rete capillare dellamatrice germinativa subependimal e,
benchénel neonato atermineeincircail 10% dei neonati
pretermine possa originare dal plesso corioideo. Il sito
dell’emorragianellamatrice germinativatendeavariare
con |’ eta gestazionale. In neonati con eta gestazionale
inferiorealle 28 settimaneil sanguinamento avvienenella
zona sopra il corpo del nucleo caudato, in neonati piu
maturi il sito principale éalivello dellatestadel nucleo
caudato, vicino a forame di Monro. Studi su animali
hanno dimostrato un parallel 0 andamento caudo-craniale
della quantita di flusso ematico, delle richieste
metaboliche e dell’involuzione della matrice germina-
tivache possono giustificare ladiversatopografia delle
lesioni alle varie eta gestazionali [24].

L’ esito neuropatol ogico di unaemorragiaisolatadella
matrice germinativa & una lesione cistica. Benché sia
lecito supporre che la distruzione delle cellule gliali
prima della loro migrazione possa aterare la normale
citoarchitettonica cerebrale, ad oggi non € possibile
attribuire sequele cliniche alungo termine a questo tipo
di lesione.

Emorragiaintraventricolare. - L’ emorragiaintraven-
tricolare si verifica quando il sangue accumulatosi
nell’emorragia della matrice germinativa irrompe nel
ventricolo laterale attraverso |’ ependima. Il sangue
stravasato sl spandenel sistemaventricolare, innescauna
aracnoiditee sel’ emorragiaémassivapuo formare grossi
coaguli all’interno dei ventricoli.

La dilatazione acuta del sistema ventricolare é una
complicazionerelativamente frequente (circail 50% dei
neonati che sopravvivono), ma la nella maggior parte
dei casi si risolve spontaneamente o rimane stabile. La
causa di questa dilatazione é da ricercare nella
compromissionede riassorbimento del liquor secondario
ad un “intasamento” dei villi aracnoidei da parte di
materiale corpuscolato del sangue o da veri e propri
coaguli [25].

La conseguenza piu importante dell’emorragia
intraventricolare é I'idrocefalo post-emorragico che s
verificaincircail 25% dei casi. L'idrocefal o pud essere
comunicante o non comunicante. Nel secondo tipo
I’ ostruzione dell’ acquedotto di Silvio, del forame di
Monro o dei forami di Luschka e Magendie da parte di
coaguli impedisce la circolazione del liquor. In questi
casi ladilatazione ventricolare & generalmente rapida e
I"idrocefalo € clinicamente evidentein circa2 settimane
dall’emorragia. L’idrocefalo comunicante pud essere
secondario ad una aracnoidite obliterativa nella fossa
cranica posteriore, 0 ad un impedimento al riassor-
bimento del liquor ovunque nel sistema liquorale ad
opera di coaguli o materiale corpuscolato derivato dal
sanguinamento. |1 decorso clinico € per lo pitllento eun
vero e proprio idrocefalo pud non rendersi clinicamente
evidente fino a diverse settimane dopo |’ emorragia.

Emorragia parenchimale. - E’ un sanguinamento che
coinvolge anche la sostanza bianca periventricolare e
cheesitain cisti poroencefalica. Benchési verifichi solo
nel 10-15% dei neonati con emorragia € una causa
importante di sequele alungo termine.

L’ esatta natura dell’ emorragia parenchimale non é
nota tuttavia sono ipotizzabili almeno due meccanismi.
Molti studi di anatomiapatol ogicahanno dimostrato che
la causa piu comune & un infarcimento emorragico
probabilmente determinato dall’ aumento della pressione
venosanellasostanzabiancaperiventricolare, secondario
all’ ostruzione al deflusso venoso nelle vene che
attraversano la matrice germinativa derivante
dall’ematoma subependimale. Anche I’emorragia
intraventricolare pud avere un ruolo sia ostacolando
I" afflusso di sangue alla sostanzabianca periventricolare,
rendendola cosi piu vulnerabile, siamedianteil rilascio
di mediatori vasoattivi [26].

Qualungquesialapatogenesi, € oramai noto chel’ emor-
ragia parenchimale periventricolare non € una semplice
estensione dell’ emorragia subependimale o intraventri-
colare quanto piuttosto una diretta conseguenza.



Leucomalacia periventricolare. - La leucomalacia
periventricolare é una lesione ischemica che porta ala
formazione di aree di necrosi nella sostanza bianca
periventricolare. Si pud presentare in forma focale o
diffusa. Nel primo caso sono coinvolte prevalentemente
le regioni adiacenti agli angoli esterni dei ventricoli
laterali e lalesione inizia come aree focali di necrosi
coagulativa seguite da proliferazione di astrociti e
macrofagi e formazione di aree gliotiche o cistiche. Nei
casi piu gravi le aree cistiche diventano particolarmente
evidenti. Nel secondo caso la sostanza bianca e
diffusamente mameno gravemente danneggiata, etende
ad assottigliarsi con secondario ampliamento dei
ventricoli laterali, senza esitare in cisti. Poiché I area
coinvolta comprende la sostanza bianca attraverso cui
passano le vie discendenti dalla corteccia motoria, ed
essendo le vie motorie per gli arti inferiori le pitvicine
ai ventricoli laterali, ne consegue che I'esito
neuromotorio pit frequente & ladiplegia spastica. Tanto
pit la lesione € estesa in senso laterale, tanto piu sara
frequente il coinvolgimento anche degli arti superiori,
configurando il quadro della quadriplegia spastica.
Un' altra possibile conseguenza sono i deficit visivi per
interessamento delle radiazioni ottiche.

L’incidenza della leucomal acia periventricolare non
€ nota. Anche se una percentuale variabile trail 25 eil
75% dei neonati con peso molto basso alla nascita
(VLBW) che muoiono hanno lesioni leucomalaciche
riscontrate al tavolo autoptico, I'incidenza tra i
sopravvissuti, stimatatrail 5 e 10%, non é certa. Infatti
studi comparativi traecografie cerebrali transfontanellari
e autopsie hanno dimostrato che solo il 30-40% delle
lesioni leucomalaciche sono diagnosticate prima del
decesso [27, 28]. Le tecniche ultrasonografiche attuali
pertanto non sono sufficientemente sensibili per
identificare tutti i bambini con leucomalacia
periventricolare ed in effetti sono in grado di rilevare
solo le lesioni piu gravi. Pur tuttavia e chiaro che la
lesione si riscontra prevalentemente nei neonati: 1)
prematuri; 2) sopravvissuti pit di qualche giorno; 3) con
emorragia intraventricolare; 4) affetti da distress
respiratorio; 5) con anamnesi ostetrica positiva per
infezioni materne-placentari-fetali. |l caratteristico
reperto ultrasonografico € rappresentato da ecodensita
lineari adiacenti agli angoli esterni dei ventricoli laterali
che dopo diverse settimane evolvono in areole cistiche
che possono poi scomparire e lasciare il posto alla
dilatazione ventricolare.

Diversamentedall’ emorragiaperi-intraventricolarela
leucomalacia periventricolare spesso si manifesta dopo
la prima settimana di vita. Poiché non esiste un timing
ottimale per poterlarilevare € comungue raccomandato
che neonati VLBW eseguano un’ ecografia cerebrale in
prossimita della dimissione e se presentano lesioni
cistiche o aumento di volume dei ventricoli cerebrali
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devono essere sottoposti ad attento follow up
neurocomportamentale per paralisi spastica, deficit visivi
eritardo mentale.

Patogenesi

E’ ormai noto che due fattori, la prematurita e
I"insufficienzarespiratoriaacutacherichiede ventilazione
meccanica, sono fortemente associati a emorragia peri-
intraventricolare.

Laprematurita e condizione essenziale perchés abbia
lapresenzadi unamatrice germinativametabolicamente
attiva e riccamente vascol arizzata, ed inoltre & noto che
circail 12% dei VLBW sani presentano emorragiedella
matrice germinativa. 1l ruolo dell’insufficienza
respiratoria & probabilmente legato alle aterazioni del
flusso ematico cerebrale secondarie all’ipossia,
all’ipercapniaea danno ipossico-ischemico dell’ endo-
telio della matrice germinativa

Altri eventi neonatali quali il pneumotorace,
I'ipotensione, I'acidosi, i disturbi della coagulazione,
I’ espansione della volemia, I’infusione di bicarbonato,
il trasporto, sono stati correlati con un rischio aumentato
di emorragia, ma queste condizioni forse riflettono piu
la gravitd del neonato e la necessita di trattamenti
aggressivi piuttosto che un rapporto di causa-effetto con
I’emorragia.

L’ipotes prevalente basatasugli studi neuroanatomici
di Hambleton eWigglesworth [29] & chealterazioni della
pressionearteriosaedel flusso ematico nel |etto vascolare
immaturo della matrice germinativa possano iniziare il
sanguinamento. Due meccanismi sono stati proposti. 11
primo prevede che la vasodilatazione cerebrale
secondaria all’ipossia e ala ipercapnia porti ad un
iperafflusso nel letto capillare dellamatrice germinativa
conincremento dellapressione e conseguente rotturadei
capillari. Il secondo presuppone che sia I'ipotensione
ad dterare !’ integritavascolare, tanto che un successivo
incremento della pressione arteriosa possa comportare
un versamento dai capillari gialesionati [30]. Entrambi
guesti meccanismi presuppongono uno scarso controllo
dell’ autoregolazione del flusso ematico cerebrale che &
noto avvenire per un intervallo ristretto di variazioni di
pressione nel neonato prematuro. L’ ossigeno el’ anidride
carbonica sono potenti regolatori del flusso ematico
cerebrale. In particolarel’ipossiael’ ipercapniacausano
un marcato incremento del flusso cerebrale mentre
I'iperossiael’ipocapniahanno un effetto opposto anche
semeno drammatico. |1 flusso ematico cerebralerisponde
all’ipossia quando la pressione parziale di ossigeno
scende a valori estremamente bassi (12-15 mm Hg),
mentre |aregolazione con laPa CO, avviene per valori
fisiologici. L'ipossia e |'ipercapnia possono reversi-
bilmente sopraffare i meccanismi di regolazione del
flusso ematico cerebrale legati allapressioneein queste
circostanze il flusso cerebrale diventa “passivo” alle
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fluttuazioni di pressione, pertanto piccolevariazioni della
pressione arteriosa possono scatenare I’ emorragia.

Per quanto riguardalaleucomal aciaperiventricolare,
oltrearicordare’ intrinsecavulnerabilita dellasostanza
bianca periventricolare, in particolare dei giovani e non
ancora completamente differenziati oligodendrociti del
prematuro, bisogna tenere presente che le zone che pit
risentono delle fluttuazioni dell’irrorazione cerebrale
sono le cosiddette zone di confine. Lavascolarizzazione
dell’encefalo del prematuro & assicurata dai rami
penetranti lunghi e corti che dalla superficie della pia
madre arrivano rispettivamente nella sostanza bianca
dellazonaprofondaperiventricolaree nellaporzionepit
sottocorticale. Si tratta di rami terminali che derivano
preva entemente dallaarteriacerebralemediaein minore
misura dalle cerebrali anteriore e posteriore e che si
sviluppano nell’ ultimo trimestre di gravidanza. La
capacitadi resistere al’insulto dipende essenzialmente
dallo stato di sviluppo di questa vascolarizzazione ed &
proporzionale percio all’ eta gestazionale.

Diagnosi

Clinica. - L'identificazione clinica del neonato
prematuro asfittico € piu difficile rispetto a neonato a
termine a causa dell’immaturita funzionale del sistema
nervoso centrale, tanto che segni clinici che indicano
depressione del sistema nervoso centrale del neonato a
termine possono rappresentare il fisiologico livello di
maturazione di un pretermine. In particolare tanto piu
un neonato € prematuro, tanto piU saraipotonico, meno
vigile e meno saranno sviluppati i riflessi arcaici. Sulla
base di scale di valutazione neurologica dei neonati
prematuri il clinico pud stabilire se il tono muscolare
attivo e passivo, gli stati comportamentali, e i rifless
siano o meno adeguati all’ etagestazional e, identificando
cosi anche nel pretermine i segni precoci di una
encefal opatia ipossico-ischemica[31, 32].

Prima dell’ avvento della tomografia computerizzata
e dell’ecografia, la diagnosi dell’emorragia peri-
intraventricolare venivaeffettuatasullabase di unaserie
di segni clinici ritenuti specifici di emorragia. Erano
descritti due andamenti clinici: catastrofico e saltatorio.
Il primo caratterizzato daun rapido deterioramento delle
condizioni generali con ipotensione, apnee, acidosi
metabolica, fontanella anteriore tesa, e rapido exitus, il
secondo in cui ad un repentino peggioramento clinico
faceva seguito un miglioramento e il ciclo s ripeteva
varievoltenelle 48 ore successivefino al raggiungimento
definitivo della stabilita o della morte. Con I’ avvento
delle neuroimmagini € stato ormai accertato che questi
segni non sono specifici di emorragia peri-
intraventricolare e inoltre circa il 50% dei neonati
prematuri con emorragia peri-intraventricolare non
mostrano affatto segni cosi eclatanti [33].

Strumentale. - EEG: I’ elettroencefalogramma
dovrebbe essere eseguito in ogni neonato con sospetto
di encefal opatiaipossico-ischemica. In particolare e utile
per confermare o escludere la presenza di crisi convul-
siveeattraversolo studio dell’ attivitadi fondo di stabilire
la prognosi a distanza. In assenza di crisi elettriche o
cliniche infatti un tracciato tipo burst-suppression o di
basso voltaggio € foriero di un outcome neurologico
sfavorevole; aterazioni meno importanti dell’ attivitadi
fondo che persistono meno di unasettimanasonoinvece
associate ad una prognosi piu benigna.

Per quanto riguardalaleucomalacia periventricolare
ricordiamo che é possibile individuare quelle ecodensita
periventricolari cheesiterannoin lesioni cistiche sullabase
del reperto caratteristico di punte rolandiche positive.

Neuroimmagini: nel neonato pretermine |’ ecografia
cerebrale transfontanellare offre I'incommensurabile
vantaggio di poter essere eseguita agevolmente al letto
del paziente, di esserein grado di studiare adeguatamente
proprio quelle zone ove per ragioni anatomiche si
manifesta maggiormente il danno ipossico-ischemico e
di usare gli ultrasuoni e non le radiazioni ionizzanti.
Alcune limitazioni sono date dalla difficolta di
distinguere piccole emorragie subependimali da
emorragie della matrice germinativa, di diagnosticare
piccole quantita di sangue nei ventricoli laterali,
soprattutto se si mantengono di dimensioni normali e
dallaqualitadell’immagineottenibile. LaTC puo essere
utile per distinguere la natura emorragica o ischemica
delle lesioni iperecogene adiacenti ai ventricoli laterali
ed a terzo ventricolo anche se il tempo di comparsa,
soprattutto nel neonato pretermine, c¢i pud esseredi aiuto,
essendo probabilmente emorragicaunalesione che com-
parenei primi duegiorni di vitaed ischemicaquellache
compare dagiorni fino a settimane dopo la nascita.

Prognosi

Emorragia piccola (gradi 1 e 2 secondo Papile). - I
sanguinamento é solo a carico della matrice germina-
tivaoirrompeanchenei ventricoli occupandone non piu
del 10% del volume (grado 1) o fino a 50%, senza
distenderli. L’ outcome neurocomportamentale di questi
bambini & simile ai pretermine di pari eta gestazionale
senza emorragia: circa il 10% ha deficit maggiori,
prevalentemente unadiplegia spastica. In etaprescolare
presentano perd una minore coordinazione visuo-moto-
ria, pertanto sono pit arischio per disturbi dell’ appren-
dimento in eta scolare [35].

Emorragia moderata (grado 3 secondo Papile). -
L'emorragia interessa estesamente i ventricoli (pit del
50% del volume) causandoneladilatazione. Circail 40%
presenta deficit neurologici maggiori siamotori (diple-
gia e quadriplegia) che cognitivi. Nelle prime classi



elementari circail 50% ha bisogno di un insegnante di
sostegno, e la percentual e sale nelle eta successive.

Emorragia severa (grado 4 secondo Papile). -
L’emorragia interessa il parenchima cerebrale. Circa
I’80% manifesta deficit neurologici maggiori. Tra i
disturbi motori |'emiparesi controlaterale al lato
dell’emorragia éil piu frequente.

I drocefal o post-emorragico. - L’ outcomedei bambini
con idrocefalo comunicante che rispondono al
trattamento con punture lombari seriate € 1o stesso dei
bambini con pari grado di emorragia senza dilatazione
ventricolare [35]. Quelli con idrocefalo ostruttivo che
richiedeintervento chirurgico hanno unaprognosi meno
favorevole, con un rischio circa doppio di deficit
maggiori. L’ intervento stesso di derivazione ventricolo-
peritoneal e & gravato da una discreta mortalita (5-10%)
nel post-operatorio, etrai sopravvissuti il 70% andrain
contro ad infezioni della valvola o malfunzionamenti
[36]. Al momento attual e sembra che le emorragie peri-
intraventricolari di grado moderato-grave siano
predittive di outcome sfavorevole. Molto probabilmente
non e I’emorragia di per sé a causare i danni quanto
piuttosto le lesioni macroscopiche (leucomalacia) o
microscopiche e funzionali (attualmente non diagnosti-
cabili con la moderne tecniche di neuroimmagini) ad
essa associate.

Trattamento

L o scopo principal e € mantenere adeguate perfusione
e ventilazione. Tutti gli sforzi vanno diretti al
mantenimento di valori normali di PaO,, PaCO,, pH,
osmolarita, glicemia, e un’ adeguata pressione sistemica.
Questo comporta un uso ponderato di colloidi e cercare
di ridurre a minimo tutti quegli eventi che causano
fluttuazioni della pressione arteriosa quali apnee,
pneumotorace, agitazione, procedure dolorose, manovre
di accudimento, infusioni endovenose.

L’emorragia intraventricolare di per sé non richiede
nessun trattamento. In passato e stato tentato un
approccio terapeutico con punture lombari successive
nell’intento di evacuare il sangue e ridurre cosi
Iincidenza di idrocefalo post-emorragico, ma senza
successo [34].

Il trattamento dell’idrocefalo post-emorragico
progressivoinclude, I esecuzionedi punturelombari, la
somministrazionedi farmaci cheriducono laproduzione
di liquor, la ventricolostomia e lo shunt ventricolo-
peritoneale. La risposta a questi trattamenti dipende
essenzialmente dal tipo di idrocefalo. Nel caso
dell’idrocefal o non comunicante o ostruttivo con rapida
dilatazione ventricolare e ipertensione endocranica le
punture lombari hon sono risolutive. Benché in questi
casi la terapia definitiva sia rappresentata dalla
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derivazione ventricolo-peritoneale, se il bambino e
troppo piccolo 0 non & in condizioni di subire questo
intervento si puod temporaneamenteinserire un reservoir
ventricolare da cui eseguire punture quotidianamente.
Nell’idrocefalo comunicante la dilatazione & lenta e
progressiva e non comporta ipertensione endocranica.
In questi casi é raccomandata |’ esecuzione di punture
lombari e il tentativo con farmaci che riducono la
produzionedi liquor. Duranteil trattamento & necessario
un controllo con ecografia cerebrale settimanale per
verificare il buon esito della terapia, a termine del
trattamento il monitoraggio va proseguito per diverse
settimane.

Lavoro presentato su invito.
Accettato il 5 novembre 2001.
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Strategie terapeutiche attuali nel danno neurologico
del neonato asfittico
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Riassunto. - L’ encefal opatia i possi co-ischemica conseguente all’ asfissia perinatale, rappresenta una delle
principali cause di mortalita e di sequele neurologiche tra i neonati a termine. Gli interventi terapeutici che
agiscono sui meccanismi, orameglio conosciuti, che producono il danno cerebrale, hanno effetti neuroprotettivi.
Vengono discuss |’ uso dell’ ossigeno nellarianimazione allanascita, i farmaci in uso terapeutico sperimentale e
la neuroprotezione ipotermica. Studi prospettici futuri dovranno approfondire la valutazione dell’ efficacia dei
singoli approcci terapeutici nella prospettivadi considerarne un utilizzo combinato.

Parole chiave: asfissia, danno cerebrale, rianimazione neonatale, stress ossidativo, neuroprotezione
farmacologica, ipotermia.

Summary (Recent therapeutic strategies of brain damage in the asphyctic newborn). - Perinatal hypoxia-
ischaemiaisamajor cause of mortality and neurological sequelae in term newborn. Modul ation of mechanisms
leading to brain cell death, in the so-called therapeutic window, may reduce apoptosis and necrosis. Oxidative
stress and newborn resuscitation, early postnatal pharmacological treatment and hypotermic neuroprotection
are described. Additional controlled prospective trials are warranted on newborns. A combination of
neuroprotective agents with synergistic effects could represent a potential treatment strategy.

Key words: asphyxia, braininjury, newborn resuscitation, oxidative stress, pharmacol ogical neuroprotection,

hypothermia.

Introduzione

L’ asfissiaperinatal e costitui sce una causaimportante
di danno cerebrale perinatale acquisito nei neonati a
termine. L'incidenza di morte o di limitazioni
neurologiche gravi consecutive ad asfissia perinatale &
di 0,5-1,0 per 1000 nati vivi nel paes industrializzati
[1-3], mentre nei paesi in via di sviluppo I’asfissia
perinatalerisultaavere un’incidenzamaggiore[5-8]. E’
stato calcolato che, su 130 milioni di nascite annue nel
mondo, 4 milioni di neonati soffrono di asfissia
perinatale, e di questi circa 1 milione muore mentre un
numero equivalente riporta sequele di rilievo [9], con
prevalenza maggiore nel paesi in viadi sviluppo, e con
un numero approssimativo di neonati colpiti che va da
8000 a 25000 nella sola area europea.

Non é statatuttoraraggiuntaunadefinizione univoca
di asfissia perinatale e la definizione rimane clinica.
L'asfissia perinatale & caratterizzata da un periodo
variabile di ipossia-ischemia globale, seguito da
riperfusione e riossigenazione. Durante I’insulto
ipossico-ischemico viene causato un danno neuronale
primario con necrosi cellulare [10]. La rianimazione
neonatale e la rinnovata disponibilita di ossigeno e di
flusso ematico, sebbene necessariaper limitareil danno
cellulareischemico, determinaunafasedi ossigenazione

e riperfusione che produce un danno ritardato,
secondario, neuronale. Il meccanismo ritenuto
responsabile di questa fase secondaria della lesione
neuronale élaproduzionedi radicali liberi dell’ ossigeno
[11], I’ingresso del calcio intracellulare [12] e la
successiva morte cellulare per apoptosi [13]. Inoltre la
presenza di convulsioni & un dato comune della
encefal opatiaipossico/ischemica[14], erappresentauna
causa aggiuntiva di danno, producendo aumento della
richiestametabolicadel sistemanervoso centrale (SNC)
[15], rilascio di neurotrasmettitori eccitatori [16],
fluttuazioni nella pressione arteriosa sistemica [17],
ipossia ed ipercapnea.

Diverse terapie hanno dimostrato di essere
neuroprotettive nei modelli animali di ipossia-ischemia,
ma soltanto pochi interventi terapeutici sono stati
utilizzati in studi clinici suneonati atermine. Al presente
non esistono quindi strategie terapeutiche consolidate
che possano essere applicate in modo certo. 1l
management clinico attuale del neonato a rischio di
danno post-asfittico si limita, nella maggior parte dei
centri, amisure di supporto.

In questarassegnavengono presentate a cune possibili
strategie terapeutiche, ancora in fase sperimentale. La
scelta della terapia da adottare dovra tenere in
considerazionei fattori che seguono:
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- molti concetti scientifici dellaencefalopatiaipossico/
ischemica derivano da studi sugli adulti, che spesso
hanno esiti unilaterali o focali e non sono percio
direttamente applicabili alafisiopatologia perinatale;

- le fasi dello sviluppo delle funzioni cerebrali
fetoneonatali elavulnerabilita dello sviluppo vascolare
e cellulare creano una condizione di maggiore fragilita.
Peraltro molti processi coinvolti nel danno cellulare
avvengono normalmente nel corso dello sviluppo
normale del SNC, quali I’ apoptosi e la morte cellulare
programmata. D’ altro canto la plasticita del cervelloin
formazione contribuisce all’ abilita di superare alcuni
deficit;

- ladimensionetempo dell’ insulto i possi co-ischemico
assume una specifica importanza in relazione a parto.
Danni prenatali s manifestano differentementedalesioni
postnatali. Va utazioni alungo terminedi danni procurati
alla stessa eta gestazionale ad un neonato prematuro e
ad un feto possono essere significativamente differenti.
Lasensibilitatessutaletraprematuri e neonati atermine
per danni vascolari simili &€ molto diversa e in assoluto
la definizione temporale dell’inizio del danno € un
importante problema diagnostico nell’ uomo;

- i parametri metabolici dell’ asfissiaei segni clinici
del distress fetale non permettono di essere associati
direttamente traloro e, quindi, unadiagnosi conclusiva
in tempo reale di asfissia cerebrale non & a momento
possibile;

- vanno tenuti in considerazione i tempi lunghi dello
sviluppo dell’ uomo per la verifica delle manifestazioni
cliniche consecutive adeficit cerebrali in comparazione
agli animali sperimentali;

- I"associazione tra valutazione di sviluppo
neurologico, valutazioni istopatologiche del danno,
diagnostica elettrofisiologia, imaging non invasivo e
tecniche neurochimiche non risultano facilmente
associahili come negli studi sperimentali.

Gli interventi proponibili fino ad oggi sono basati su
tre aree principali:

- impiego dell’ ossigeno nella rianimazione del
neonato asfittico,

- ' utilizzo di farmaci in sperimentazione,

- laneuroprotezione con il freddo.

Uso dell’ ossigeno nella rianimazione
del neonato asfittico

La transizione da feto a neonato & normamente
caratterizzatadaunaserie complessadi eventi fisiologici
che comunque richiedono, fino a 10% dei casi, qualche
tipo di rianimazione attiva ala nascita[18].

La maggior parte dei testi di rianimazione in
neonatol ogia e in medicinaneonatal e raccomandal’ uso
dell’ ossigeno al 100% [19-21]. The American Heart
Association (AHA) el’ American Academy of Pediatrics

(AAP) raccomandano I'uso di O, puro nei neonati in
fase di stabilizzazione in caso di bradicardia o cianosi
allanascita[19]. Recentemente, e linee guida proposte
daun consensusinternazional e di esperti (International
guidelines 2000 for cardiopulmonary resuscitation and
emergency cardiovascular care) indicano |I’uso
dell’ ossigeno a 100% nella rianimazione del neonato
adfitticoal finedi ottenerei valori normali di saturazione.
L’International Liaison Committee on Resuscitation,
gualora |’ ossigeno non risultasse disponibile, indica la
ventilazione con aria ambiente, che viene considerata
un’ alternativa terapeuticamente efficace [22].

Negli ultimi anni, tali indicazioni sono state messein
discussione da una quantita di ricerche sviluppatesi a
partire da dati sia clinici che sperimentali. Va tenuto
presente che giain epoche immediatamente precedenti,
I’'uso di ossigeno iperbarico era ritenuto il presidio
fondamental e per larianimazione neonatale[ 23], cio fino
ad acuni trialsrandomizzati che mettevano aconfronto
O, iperbarico ed intubazione endotracheal e con pressione
positivaintermittente, in cui i risultati apparivano identici
[24]. Solo venti anni pit tardi si sono avviati studi per
verificare I'ipotesi che I’ aria fosse altrettanto efficiente
che I’ O, puro nellarianimazione dei neonati.

Il principio di base faceva perno sull’ipotesi che i
radicali liberi generati dallaipoxantina-xantinaossidasi
vengano prodotti in eccesso nel periodo di riossige-
nazione post ipossica, sulla base di studi in vitro, che
indicavano una relazione proporzionale tra concentra-
zionedi O, e produzione di radicali ossigeno [25].

Gli studi iniziali in questo senso [26], hanno
dimostrato in neonati di maiale ipossici una PO, di
3800mmHg, dopo 5 minuti di rianimazione con ossigeno
puro, laddovelarianimazione con aria, in tempi anal oghi,
portava la PO, da 38JmmHg a 870mmHg. Uno studio
analogo condotto su neonati a termine, esposti in sala
parto ad O, al 75%, ha dimostrato come essi
raggiungessero, in un minuto, valori di PaO, intorno ai
4000mmHg [27].

Altri autori hanno valutato in modelli animali
pressione arteriosa media, frequenza cardiaca, pH ed
ipoxantina plasmatica con tempi di normalizzazione
analoghi nei due gruppi e valutazione istomorfologica
cerebrale senza differenze significative [28]. A seguire
studi piti recenti hanno misurato laquantitadi ipoxantina
su microdialisi di corteccia cerebrale dimostrando una
normalizzazione significativamentepit lentanel gruppo
rianimato in O, [29].

Sullabaseddl’insemedi questi dati si sono sviluppati
studi pilota su neonati: inizialmente su 84 casi [30], in
cui non si registravano differenze significative nella
frequenzacardiaca, gasematici ed equilibrio acido-base,
mentre allanascitas osservavaun punteggio Apgar piu
elevato nel gruppoin aria. Lasopravvivenzadei neonati
e le valutazioni neurologiche a distanza erano
sovrapponibili.



Effetti negativi della rianimazione con ossigeno puro

Lo studio Resair 2 [31] ha dimostrato che i neonati
pOosSONo essererianimati con successo con ariaambiente
e risultati indicano che ci sono alcuni effetti negativi
collegati allarianimazione con ossigeno a 100%. Questi
dati sono stati, fino ad oggi, pressoché trascurati ma,
assieme agli elementi sperimentali raccolti da gruppi di
studio negli anni passati, rendono oggi possibilegiungere
ad un’identificazione di tali effetti.

Effetti dellaiperossia sulla ventilazione. - 1l Resair 2
ha dimostrato che il tempo della comparsa del primo
respiro e del pianto sono allungati in neonati rianimati
con ossigeno puro in confronto con quelli rianimati in
aria ambiente. Questo potrebbe indicare che si verifica
un effetto immediato sulla ventilazione, che
successivamente determina |’ abbassamento del
punteggio di Apgar nel corso del primo minuto di vita
Hutchinson [32] hadimostrato come, oltrei 45 secondi
di rianimazione, i valori di ventilazione minuto risultano
del 50% piu elevati con aria piuttosto che con ossigeno.
Tali valori perdurano fino a 105 secondi e la PaCO,
risulta significativamente piu altanel gruppo rianimato
con O,. La rianimazione in ossigeno puro ritarda, in
confronto all’aria, i tempi del recupero, a causa della
depressione della ventilazione [33].

Effetti della iperossiemia sul consumo di ossigeno. -
Studi su volontari hanno dimostrato che miscele del
100% di ossigeno incrementano la PaO, media da 95
fino a 475 mmHg (12,7-63,3 kPa) e diminuiscono
frequenza, gittata, lavoro cardiaco e resistenze
polmonari, indicando un fattore sfavorevole della
rianimazione con ossigeno al 100% che potrebbe essere
causato da un decremento del consumo di ossigeno
durante I’ esposizione iperossica. Studi analoghi con
pazienti critici esposti per periodi limitati fino a90 minuti
al 100% di ossigeno dimostrano iperossiemiefino a400
mm HG di PaO, con scarsa distribuzione del flusso
ematico e assorbimento dell’ ossigeno diminuito del 10%.
Valori in epoca neonatale studiati da Mortola [33]
descrivono come neonati dopo esposizione di alcuni
minuti ad ossigeno a 100% presentino un incremento
medio del 45% del lavoro respiratorio e del consumo
metabolico. A livello cerebrale, oltre che a livello
retinico, il cui effetto di costrizione arteriolare dovuto
all’ esposizione € noto, la riduzione di flusso ematico
neonatale appare notevole e sembra decrescere con la
maturita[34]. Gli studi sul flusso ematico cerebrale, che
hanno paragonato aria e O, all’ 80% durante lainiziale
stabilizzazione alla nascita [35], presentavano una
riduzione media del 23% a 2 ore di vita nel gruppo
arricchito con ossigeno. Tale riduzione del flusso
cerebrale risultava ulteriormente prolungata nella
popolazionedei pretermine, sebbene esposti per periodi
brevi ad iperossia.
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Effetti dell’iperossia sui radicali liberi e
sull’inflammazione. - Durante I'ipossia si accumula
ipoxantina, metabolita della purina, che durante la
riossigenazione genera radicali ossigeno. Tale
meccanismo, dedotto inizialmente nel 1980[36], éstato
successivamente confermato ed integrato da studi che
dimostrano comei radicali liberi possano essere prodotti
nel mitocondri dapiu fonti. L’ acido arachidonico ed altre
sostanze come |e catecolamine possono essere ossidate
egenerareradicali liberi, producendo unaperossidazione
lipidica delle membrane cellulari o ossidare proteine o
DNA, ed indurre apoptosi [37]. Laproduzionedi radicali
liberi aumenta all’ aumentare della concentrazione di
ossigeno. E’ stato dimostrato in diversi studi su animali
[38] cheessi vengono prodotti in quantitanotevoledurante
lariperfusione dopo ischemia e che lariossigenazione di
cavie neonate con il 100% di ossigeno produceva una
quantitasignificativamente piu dtadi radicali ossigenoa
livello della corteccia cerebrale a confronto con la
rianimazione con aria [39]. Peratro € ben noto che i
radicali O, sono dei potenti vasoregolatori ed agiscono
come vasocostrittori al livello del polmone o dilatatori in
organi come il dotto arterioso ed il cervello [40] e con
relazioni pitcomplessetraradicali ossigeno ecircolazione
con il variare dellaloro concentrazione [41].

| danni dariperfusione sono associati con |’ attivazione
dei leucociti edellecelluleendotdliali [42]. E' dimostrato
come la riperfusione dopo ischemia nella corteccia
cerebrale dei ratti produca un accumulo di mieloperos-
sidasi cheriflettel’infiltrazione neutrofila, con un’ adesio-
ne di molecole sulle cellule endoteliai che attivate dalle
citochine e da altri mediatori producono radicali O, in
fasedi ipossiaeriossigenazione[43, 44]. Sperimentazioni
recenti hanno confermato una produzione aumentata di
radicali liberi nel tessuto polmonare delle cavie neonate
rianimate in ossigeno puro [45].

Anche Vento [46], su un numero elevato di neonati
rianimati alla nascita, ha confermato come |’ utilizzo
dell’arianormalizzi i pattern respiratori primadi quanto
faccial’ ossigeno al 100%. In aggiunta, i valori di PaO,
rilevati anche fino a 10 minuti dopo la cessazione della
ventilazione con pressione positiva in ossigeno,
risultavano di molto superiori ai valori fisiologici. Quindi
per i neonati aver ricevuto un ammontare significativa-
mente maggiore di ossigeno per kg di peso corporeo
costituisce uno stimolo ossidativo che viene correlato
positivamente con alte concentrazioni di glutatione
ossidato. Cio s verifica nonostante I’ attivazione della
glutatione reduttasi e degli enzimi antiossidanti come
superossido dismutasi (SOD) e catalasi, suggerendo che
il sistema di difese antiossidanti del neonato, di cui il
glutatione e il rappresentante intracellulare piu
importante, pud essere sopraffatto da un accumulo di
radicali liberi generati in fase di riperfusione in
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un’atmosfera iperossica. L’ alterazione del rapporto
glutatione ossidato/glutatione ridotto (GSH/GSSG) si
shilancia con un incremento evidente di quest’ ultimo.
In questa condizione secondo Vento [46] i neonati
rianimati in aria risultavano capaci di ristabilire un
rapporto adeguato tra GSH/GSSG, mentre i neonati
rianimati con ossigeno mantenevano un’alterazione,
perdurante fino a quattro settimane del rapporto GSH/
GSSG. Il perdurare di questo stress ossidativo puo
produrre effetti variabili sull’attivita di proliferazione
cellulare, dall’incremento della proliferazione
all’ apoptos, lasciando intravedere oltre ai danni tessutali
immediati una serie di conseguenze alungo termine.

Effetti dell’iperossia sul metabolismo cerebrale. - In
modelli animali neonatali con asfissia indotta si
osservavaunritorno ai livelli di base di sodio, potassio,
eATPeasi alivello del corpo striato entro circadue orese
esposti ad ariain contrasto con quelli trattati conil 100%
di ossigeno, che presentavano inibizione persistente o
ridottadi sodio, potassio eriduzionedrasticadellaATPasi
[47]. Altri autori hanno registrato un livello extra
cellulare di dopamina incrementato nel cervello dopo
ipossia e riossigenazione che pud esacerbare il danno
cerebrale in presenza di rianimazione con ossigeno al
100% in confronto a quella con aria.

La misurazione di ossido nitrico effettuata
direttamente sullacortecciadi cavie neonate hamostrato
unincremento notevolein corso di rianimazione con O,
al 100% comparata con I aria. Questi dati indicano che
la riossigenazione in ossigeno puro risulta in una
produzione aumentata di composti tossici a livello
cerebrale.

Effetti positivi della rianimazione con 0ssigeno puro
0 con basse concentrazioni di ossigeno

Lo studio Resair 2 non haescluso completamente che
alcuni sottogruppi di neonati possano beneficiare
dall’iniziare la rianimazione con ossigeno supplemen-
tato. Peraltro anche nei gruppi con sindrome da
aspirazione meconiale, bradicardia intensa ed Apgar
basso, analizzati separatamente, non si € dedotto alcun
effetto negativo dall’ uso dell’ aria, mail numero di casi
esaminati hon appare ancora sufficiente.

Se I'iperossia durante la riossigenazione € dannosa,
s potrebbeipotizzare che unaconcentrazione di ossigeno
inferiore al 21% possa essere benefica. Esistono studi
che hanno utilizzato concentrazioni di circa40-45 mmHg
(5,3-6,0 kPa) comparati con normossia, che hanno
dimostrato migliore ripresa post-ischemica spinale nei
conigli [48], miglioramento dell’inibizione dellasintesi
di proteine cerebrali [49] e, con una reintroduzione
graduale di ossigeno, minori danni da riperfusione a
livello dello stomaco [50]. Gli studi che paragonavano
ossigeno al 21%, 12%, 8,5% nellarianimazione di cani

dopo arresto cardiaco non mostravano grandi vantaggi
se comparati con |I’'impiego di aria. || gruppo esposto a
8,5% presentava a distanza performances neurol ogiche
peggiori. Questi ed altri autori concludono che né
iperossia né ipossia sono livelli da raggiungere durante
la rianimazione per minimizzare i danni neurologici e
migliorare la prognosi.

Rianimazionedei pretermine. - || pretermine presenta
una necessita di rianimazione maggiore del neonato a
termine, manon vengono indicate linee guidaspecifiche
e la World Health Organization stabilisce principi
analoghi da applicare tanto a prematuro quanto al
neonato atermine[1]. Lo stesso vale per lalnternational
Liaison Committee on Resuscitation [22], ma in via
teorica il neonato pretermine potrebbe risultare piu
vulnerabile ad alte concentrazioni di ossigeno e quindi
probabilmente |’ esposizione aconcentrazioni elevate di
guesto gas dovrebbe essere attentamente considerata.

La rianimazione neonatale € un’evenienza molto
frequente, praticata su un numero di neonati chevada4
a7 milioni ogni anno ed ogni gradino di talerianimazione
dovrebbe essere fondato sulla “medicina basata
sull’ evidenzd’, cosache attual mente non avviene. L' uso
di alte concentrazioni di ossigeno, mai testato in
precedenza, sembra produrre un certo numero di effetti
negativi. Nuove linee guida per la rianimazione
neonatale, basate sui dati attualmente accumulati,
sembrano suggerire che essa debba avvenire né in
iperossia né in ipossia e comungue I’ esecuzione di una
rianimazione ottimal e dovrebbe essere eseguita con un
monitoraggio continuo della saturazione di ossigeno.

Utilizzo di farmaci in sperimentazione

Non é stato a tutt’oggi definito alcun protocollo di
trattamento farmacologico di provata efficacia per
combattere le sequele dell’ asfissia neonatale. Tuttavia
interventi terapeutici che riescano ad interferire con
ciascuno dei gradini del processo di cascatadei mediatori
patologici possono potenzialmente prevenire la morte
cellulare o ridurre il grado di lesione, il tutto in un
equilibrio tra effetti ossidanti e difese antiossidanti.

Chelanti del ferro non legato a proteine, inibitori
della xantino-ossidasi e scavengers dei radicali liberi

L a perossidazione lipidica delle membrane cellulari
neuronali costituisce un effetto della compromissione
dellafunzione mitocondriale, con perditadi radicali liberi
dai mitocondri nel citoplasma[51]. L’ abbassamento del
pH intracellulare durante I’ ipossia-ischemia da |’ avvio
al rilascio di ioni metallici dalle loro proteine leganti,
con la formazione di radicale idrossilico. Con la
riperfusione e la riossigenazione, si genera una
produzione indotta dal calcio di ulteriori quantita di



radicali liberi e fosfolipasi con effetti sulla membrana
cellulare erilascio di acido arachidonico, che stimolala
ciclossigenasi conformazionedi unaprostaglandinache
produce radical e superossido. Peraltro laconversione di
ipoxantina dovuta alla riossigenazione, aumenta
ulteriormentelaquantitadi superossido. L’ eliminazione
dei metalli non legati tramite chelanti del ferro, comela
desferrosamina, previenelaformazionedei radicali liberi
e, in studi su animali neonati, € stata utilizzata con
prevenzione del decremento della attivita NA*/K*/
ATPasi delle cellule corticali, con un mantenimento
dell’ attivitaelettricae metabolicacerebrale[52]. Questo
farmaco, utilizzato con babbuini neonati in corso di
malattia da membrane ialine, ha perd prodotto effetti
vascolari tossici [53].

Il danno daradicali liberi pud essere, inteoria, limitato
potenziando la disponibilita degli scavengers (per es.
catalasi e SOD), inibendo laperossidazionelipidica(per
es. con alfa tocoferolo o lazaroidi) o inattivando i
meccanismi che amplificano la loro tossicita (per es.
chelanti del ferro). L'acido ascorbico plasmatico
costituiscelaprimalineadi difesacontroi radicali liberi
e la perossidazione lipidica si osserva soltanto dopo
consumo dell’ acido ascorbico in situ. Nel feto I'acido
ascorbico € uno dei principali sistemi antiossidanti,
mentre i sistemi antiossidanti enzimatici non si
sviluppanofino alafinede terzotrimestre[54]. Tuttavia
i livelli plasmatici di acido ascorbico declinano
rapidamente dopoil parto etale reazioneimprovvisapud
risultarein unincremento del rischio di danno ossidativo.
Si ritiene che I’ acido ascorbico agisca come un neuro-
modul atore chefacilitail rilascio di neurotrasmettitori e
inibisce gli NMDA recettori. Nelle sperimentazioni
animali, su modelli di coniglio pretermine la
somministrazione di acido ascorbico (150 mg/kg in bolo
+ infusione continua di 6000mg/kg/h) determina
I’incremento della sopravvivenza cellulare a livello
corticale e dell’ippocampo. Se I’ acido ascorbico viene
associato con un analogo dellavitamina E ne risultaun
miglioramento ulteriore della vitalita cellulare e della
valutazioneistologicanelle 24 ore post-asfissia[55]. Gli
aspetti problematici dell’ uso dell’ acido ascorbico sono
legati al dosaggio ottimale efficace per la
neuroprotezione. || sovradosaggio puo risultare dannoso,
in concentrazioni millimolari, su colture di neuroni
corticali producendo un’inibizione dellasintesi proteica
con successiva morte neuronale. La somministrazione
di acido ascorbico nei prematuri ad alto rischio [56] a
dosi di 100 mg/kg/die per la prima settimana di vita
sembra non produrre un incremento dell’ emolisi,
disfunzioni renali, infezioni, displasiabroncopolmonare
0 emorragia intraventricolare. L'accumulo dell’ acido
ascorbico nel cervello pud richiedere una fase di
ossidazione nel plasma. La forma ossidata, acido
deidrascorbico, attraversa rapidamente la barriera
ematoencefalica mediante e cellule endotéliali, mentre
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laformaridottanon & in grado di farlo. Tale differenza
non appare dannosa dal momento che I’ effetto
antiossidante protettivo dell” acido ascorbico s mantiene
attivo preservando I'azione di altri antiossidanti nel
cervello. Nelle valutazioni sperimentali, nei gruppi
trattati i livelli di acido ascorbico nel cervellofetdealla
fine della fase di ischemia-riperfusione risultavano
paragonabili con i gruppi non trattati, indicando
comungque una capacita totale antiossidante che
suggerivacome questo farmaco fosseingrado di riciclare
altri antiossidanti. Quindi, |’acido ascorbico sembra
essere utile se somministrato in dose corretta e il suo
effetto appare facilitato se utilizzato contemporanea-
mente con altri antiossidanti come per esempio I’ alfa-
tocoferolo. Quest’ultimo, somministrato in via
supplementare ai pretermine, di cui € noto il deficit di
vitamina E, non ha mostrato da solo effetti positivi,
indicando invece un rischio incrementante di sepsi o
enterocolite necrotizzante. In aggiunta, lasuapotenziae
utilizzazione come agente neuroprotettivo appare
limitata da una lenta assunzione cerebrale.

L’indometacina, nella suafunzione di inibitore delle
ciclossigenasi produce effetti analoghi sul metabolismo
cerebrale [57], con in piu, insieme al’ibuprofene, una
capacita di ridurre i neutrofili circolanti e quindi la
produzione di citochine, con miglioramento della
microcircolazione cerebrale [58, 59].

Farmaci con applicazioni promettenti sonoi lazaroidi,
non glucocorticoidi 21-aminosteroidi, che agiscono
probabilmente sul comparto microvascolare, dal
momento che non penetrano labarrieraemato-encefalica
Essi stabilizzano lamembrana cellularein modo simile
alla vitamina E, con un effetto di prevenzione sulla
perossidazione lipidica. Una sperimentazione su ratti
neonati € apparsapromettente con unanotevoleriduzione
dell’ edema cerebral e post-ischemico, mentre gli adulti,
entro sei oredall’ ischemiacerebral e, non hanno mostrato
alcun miglioramento significativo della prognosi a
distanza [60, 61].

L allopurinolo, che possiedeanch’ effetti chelanti
[62, 63], pud servire come paradigma delle
problematiche affrontate per studiare un intervento
farmacologico in questa situazione. Strutturalmente
analogo ad una ipoxantina, inibisce competitivamente
la xantino-ossidasi che, in ipossia-riossigenazione e
ischemia-riperfusione, produce ossidanti come il
superossido (O%,), il perossido di idrogeno (H,0,) eil
radicale idrossido [64]. Organi come fegato e intestino
che contengono il maggiore quantitativo di xantino-
ossidasi risultano danneggiati dall’ ischemia-riperfusione.
Taledanno conduce xantino-ossidasi nellacircolazione,
e quest’ ultima colpisce organi non ischemizzati, che
posseggono piccole quantita di xantino-ossidasi
endogena, comeil cuore ed il cervello.

Nei modelli animali I’allopurinolo ha un effetto
protettivo sull’ischemia cerebrale. In epoca neonatale
[65] e, se somministrato quindici minuti dopo I’insulto
ipossico-ischemico, riduce I’ edema cerebrale, |’ atrofia
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cerebrale, e le lesioni infartuali [66, 67]. Negli studi
effettuati non appare ancoradefinitaladose ottimale che
permettaaquesto farmaco di essere presentein quantita
sufficiente a livello cerebrale. Sembra necessaria una
dose elevata di allopurinolo per ottenere effetti
neuroprotettivi, cio in relazione, oltre che dlaattivitadi
semplice inibizione della xantino-ossidasi, anche ad un
ipotizzato effetto diretto sui radicali e come chelante dei
metalli. Seladose vieneridottada 150 mg/kg a 100 mg/
kg/die in ratti adulti con ischemia focale, la riduzione
del volume dell’ infarto cerebrale passadal 24% all’ 8%
[68]. Esiste uno studio su un numero elevato di neonati
pretermine[69], ai quali € stato somministrato alopuri-
nolo per prevenirelaleucomalaciaperiventricolare, che
non ne ha dimostrato variazioni significative ed in piu
ha fatto temere effetti preoccupanti, seppur ipotizzati,
sulla mortalita, la poroencefalia, e la NEC nel gruppo
trattato.

Vieneipotizzato un effetto differente dell’ allopurinolo
tra neonati a termine e pretermine anche in base al
dosaggio. In particolare, in un gruppo di 22 neonati
asfissiati aterminetrattati con 40 mg/kg endovena, entro
quattro ore dopo la nascita, I'alopurinolo produceva
minori variazioni del flusso ematico cerebrale alla
Spettroscopiaad infrarossi ed unaprecoce stabilizzazione
dell’ attivitaelettrocorticale cerebrale[70]. In conclusione
I allopurinol o sembrerebbe utile se utilizzato in dosaggio
corretto e con una somministrazione immediatamente
successiva al’ipossia ed infine rappresenta un farmaco
relativamente ben studiato e quindi applicabile anchein
epoca neonatale [71].

Inibitori dell’ ossido nitrico

L’ ossido nitrico € unradicalelibero cheviene generato
nelle cellule cerebrali endoteliali, gli astrociti, e nelle
cellule neuronali in formazione, espletando attivita
fisiologiche come vasodilatazione, promozione della
sinaptogenesi e modulazione di neurotrasmissione.
L’ipossia-ischemia, soprattutto in fase secondaria
produce in eccesso ossido hitrico sintetasi con aumento
della produzione di ossido nitrico attraverso diversi
meccanismi correlati che producono effetti persistenti a
caricodei neutrofili, dei macrofagi edellamicroglia[72,
73]. 1l tentativo terapeutico consiste nell’inibizione in
fase precoce del periodo post-ischemico attraverso
inibitori non selettivi della sintetasi [74, 75]. Studi
successivi hanno utilizzato un’inibizione selettiva con
risultati neuroprotettivi [76, 77].

Inibitori dei canali del calcio e dei recettori NMDA

Il livello intracellulare del calcio, che si mantienein
concentrazioni molto basse in condizioni fisiologiche,
subisce importanti variazioni in condizioni di ipossia
In questo caso la caduta di ATP consente un ingresso
anomalo di calcio con formazione di aminoacidi

eccitatori comeil glutamato e con attivazionede ricettori
N-metil-D-aspartato che producono un ulterioreingresso
di calcio e innescano una iperproduzione di radicali
liberi. Calcio inibitori come flunarizina e nimodipina
sono stati sperimentati per ridurre I’ entita degli infarti
cerebrali. In campo neonatale I'uso di questi farmaci,
conlanicardipina, hadimostrato gravi effetti collaterali
con ipotensione sistemica[78].

Il magnesio solfato, utilizzato per anni nella
preeclampsia, sembrava presentare risultati interessanti
se somministrato prima del parto per ridurrei rischi di
lesioni emorragiche cerebrali. In realtaun esame seriato
ecografico non ha fornito dati totalmente convincenti.
Somministrato nel neonato, con lafunzione di bloccare
i canali NMDA, non ha mostrato risultati convincenti
sugli animali [79] ed in un trial multicentrico, nel
trattamento della ipossia-ischemia neonatale, ha
presentato effetti collaterali, probabilmente connessi con
il dosaggio, che hanno obbligato all’interruzione della
sperimentazione [80].

Antinfiammatori

In fase di riperfusione, vengono liberati mediatori
ddll’infiammazione comeistamina, trombinaes realizza
un’ alterazione dell’ endotelio vasale, stimolata dai
mediatori attivati dall’ossigeno. Il verificarsi di danni
microvascolari e di microinfiltrazioni nel tessuto
cerebrale coinvolto e collegato ala presenza di fattori
citotossici secreti dai leucociti, che, con adesione ad
elevata affinita sono attratti dai fattori piastrino-attivati
(PAF) e dallainterleuchina 8 (IL-8) consecutivamente
alla attivazione dell’interleuchina 1 e del TNF (tumor
necrosis factor) [81, 82], come & confermato
dall’incremento di IL-18 edi TNF-mRNA nelle regioni
colpite dalesione celebrale [83].

L' utilizzo di antagonisti dell’IL-1 e del TNF appare
avere effetti neuroprotettivi, confermando comeil blocco
di questi fattori costituisca un elemento importante per
impedire lo svilupparsi di lesioni postipossico-
ischemiche [84]. Un ruolo simile & stato ipotizzato per
gli antagonisti dei PAF, che aumentano la risposta
infiammatoriainducendoi neutrofili arilasciare radicali
liberi e facilitare laloro adesione vasale [85]. In modo
analogo agirebbe il transforming growth factor (TGF-
B), una citochina che incrementa la sopravvivenza
neuronale su tessuti esposti alla neurotossicita del
glutammato su colture corticali di ratto [86]. Esso €in
grado di ridurre le lesioni ischemiche cerebrali in un
modello animale [87]. Altri componenti del gruppo
TGF-p possiedono effetto neurotrofico di protezione
postischemica[88].

Agenti antiapoptotici
La correlazione tra apoptosi e infiammazione

costituisce un meccanismo di rilievo nel determinare la
lesione cellulare post i possico-ischemica. Questi process



risultano mediati dalle caspasi delle cisteino-aspartato
proteasi, la cui inibizione appare neuroprotettiva su
modelli animali [89].

Fattori di crescita

Una modulazione del danno cerebrale pud essere
prospettabile, in corso di sviluppo cerebrale, a seconda
dellaproduzione edisponibilita post i possi co-ischemica
dei fattori neurotrofici efavorenti 1o sviluppo dei neuriti
[90]. Sono stati isolati numerosi fattori con effetto
favorente lacrescita. Il fattore di crescitainsulinosimile
(IGF-1) appare possedere un ruolo di modulazione del
danno cerebrale. Prodotto in grosse quantita sotto forma
di IGF-1 mRNA dopo ipossia-ischemiao somministrato
centralmente nei ratti riduce la quantita di neuroni
danneggiati.

HIF-1, responsabile dell’ attivazione post-ischemica
di precursori dell’ eritropoietina, e VEGF, fattore di
crescita vascolare endoteliale, risultano avere un ruolo
di angiogenesi e neuroprotezione dopo ischemiaglobale
cerebrale nel ratto [91]. Ruolo analogo viene svolto dal
fattore neurotrofico di crescita epidermica. La
somministrazione intraventricolocerebrale di fattori
neurotrofici encefaloderivati mostrava una netta
riduzione del danno neuronale nei ratti con un
meccanismo eta dipendente [92].

Eritropoietina

Notevole interesse scientifico e clinico & stato
suscitato dalla scoperta di effetti non ematopoietici
dell’ eritropoietina [93]. Esistono dati preliminari e
pubblicazioni sul ruolo biologico dell’ eritropoietina
(Epo) nel sistema nervoso centrale umano tanto in fase
di sviluppo chein eta adulta, basati sull’ espressione del
suo specifico recettore (Epo-R).

Il recettore (Epo-R) e la sua espressione genica
sottostanno a cambiamenti durante lo sviluppo e
presentano una regolazione encefal o-specifica.
L’ espressionedi Epo-R éabbondantealivello encefalico
infaseembrionale, fetale eadulta, ed accertatain diverse
lineedi sviluppo neuronale: NT2 (cellulaprecursore con
capacita post-mitotiche), PC12 (linea cellulare del
feocromocitoma del ratto) e SK-N-MC (linea cellulare
del neuroblastoma umano) [94].

E' stato possibileinvestigarein dettaglio’ espressione
genica dell’ Epo nel sistema nervoso centrale umano in
sviluppo. Dieci settimane dopo il concepimento, Epo
viene rinvenuta in quantitd marcata nelle zone
ventricolari e periventricolari [95], aventi settimane si
rinviene alivello del talamo, dell’ ippocampo, dei corpi
genicolati laterali, dellacorteccia, edel midollo spinale.

La scoperta che |I'Epo viene espressa hel SNC in
guantitd comparabile con quella del fegato e del rene,
sedi ove si rileva la quantita pit cospicua di Epo
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circolantein questafase dello sviluppo, puo suggerireil
rilievo di questaproteinanellaneurogenesi del cervello.
Peraltro Epo si rilevanel liquido cerebrospinae (LCS)
tanto di neonati, Sia a termine che pretermine, che di
adulti umani. La ricerca simultanea di Epo nel LCS e
nel plasmain neonati hafornito dati interessanti. Neonéti
trattati con Eporicombinante (rEpo), (1200-1400 U/kg/
sett) per motivi ematologici, non presentavano livelli pit
alti nel LCS, rispetto ai controlli [96]. Al contrario valori
elevati di Epo venivano riscontrati tanto nel plasmache
alivello del LCSin neonati con asfissia.

Studi sperimentali in vivo hanno mostrato effetti
protettivi della somministrazione intraventricolare o
sistemicadi rEpo siain caso di lesioni ischemiche che
infiammatorie [97], e numerosi studi indicano effetti in
vitro di tipo neuroprotettivo su linee cellulari o tessuti
cerebrali esposti ad agenti danneggianti, tanto con
somministrazioni preventive che immediatamente
successive a danno.

Non si hanno dati clinici ad oggi sugli effetti
neuroprotettivi e neurotrofici dell’ eritropoietina dal
momento che, sebbene questa risulti largamente
impiegata con neonati pretermine, nella profilassi o
terapiadell’ anemia, questi vengono normal mente esclusi
dagli studi a causa del rischio connesso con la loro
patologiadi partenza. Relativamente al’impiego in eta
adulta in proposte sperimentali recenti, si ritengono
proponibili trials ove |’ eritropoietina, in formadi rEpo,
vengaimpiegatain pazienti colpiti daostruzioni vascolari
cerebrali, per migliorare I’ ossigenazione cerebrale.

Lasomministrazione per viasistemica, con funzione
neuroprotettiva, appare avere una limitazione
guantitativadovutaad un effetto di saturazione alivello
dellabarriera ematoencefalica. Un' alternativa potrebbe
essere rappresentata dagli EMP, peptidi che imitano gli
effetti eritropoietici dell’ eritropoieting, invivo einvitro,
che possono modulare le proprie caratteristiche
biologiche ed incrementare la propria affinita per gli
eporecettori. Se confrontati con rEpo (purché
somministrati in via preventiva per almeno 8 ore)
appaiono altrettanto protettivi su colture di neurocellule
in proliferazione, sottoposte tanto ad ipossia che ad
irradiazione ultravioletta [98].

In conclusione tali dati suggeriscono un ruolo
interessantedell’ eritropoietinanello sviluppo fisiologico
cerebrale e nelle funzioni di neuroprotezione e di
riparazione tissutale neuronale consecutive a danno
cerebrale.

Neuroprotezione da freddo

L'ipotesi che I'ipotermia potesse svolgere un ruolo
neuroprotettivo nell’ encefal opatiaipossico-ischemicaé
basata su osservazioni sperimentali su animali, che
sembrano rispondere all’ asfissia perinatale tentando
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attivamente di ridurre la propria temperatura corporea,
attivando unaseriedi meccanismi fisiologici (protezione
cerebrale endogena).

Dopo le prime applicazioni in campo cardiochirur-
gico, sono stati effettuati alcuni studi, tanto su animali
asfissiati alla nascita che su neonati umani senza
respirazione spontanea a5 minuti di vita, che venivano
immersi in acquafreddafino allacomparsadell’ attivita
respiratoria. Tali valutazioni non facevano parte di studi
controllati e avevano un follow up limitato [99]. Tale
indirizzo terapeutico-rianimatorio venne totalmente
abbandonato quando s ritennefosse di rilevanzaassoluta
per la prognosi a distanza proteggere il neonato dal
freddo.

Studi randomizzati suanimali, sottoposti ad uninsulto
asfittico programmato alla nascita, hanno invece
mostrato risultati positivi sullasopravvivenzaabreve e
lungo termine [100]. Gli studi di risonanzamagneticain
spettroscopia hanno dimostrato che I’ipotermia agisce
sulla fase secondaria della caduta energetica cerebral e,
che haluogo a12-24 ore dall’insulto lesionale, ed il cui
andamento é predittivo della prognosi neurologica
successiva. Animali sperimentali sottoposti atrattamento
ischemizzante e successivamente a 12 ore di ipotermia
non marcata, presentavano nel filtrato extracellulare
raccolto mediante microdialisi cerebrale, unrilascio degli
aminoacidi eccitatori e la produzione di ossido nitrico
in quantita nettamente inferiori a gruppo non trattato,
con unariduzione generale dei meccanismi di apoptosi
enecrosi cellulare [101].

Numerosi esperimenti sono stati condotti su animali
adulti, con ladimostrazione che unariduzionedi 2-3°C
della temperatura cerebrale intraischemica produceva
effetti protettivi sulle lesioni neurologiche in maniera
indipendente dalla tecnica con cui veniva prodotto il
raffreddamento encefalico [102].

Tempo zero e durata della protezione ipotermica

Alla nascita non siamo in grado di definire con
precisione il momento d'inizio, la durata dell’ asfissia,
nonchél’ esistenzadi eventuali episodi pregressi. A questi
vanno aggiunti i tempi necessari per la rianimazione e
per approntare gli interventi necessari per il trattamento
ipotermico. In tal senso gli esperimenti effettuati [103]
ottengono risultati significativi iniziando la neuropro-
tezione con il freddo circa 1-1,5 ore dopo un insulto
cerebrale significativo della durata di 30 minuti, con
ipotermia perdurante per almeno 72 ore. Altri autori
ritengono la finestra terapeutica molto piu breve,
riferendo risultati positivi solo con intervalli di pochi
minuti. Negli studi consecutivi a traumi ischemici
nell’ adulto, ritardi del raffreddamento intorno a5-6 ore,
con raggiungimento dellatemperaturatarget dopo oltre
10 ore, dimostravano un effetto protettivo piu che
dimezzato [104].

Non é chiaro sei benefici del freddo, tanto in studi in
epoca neonatale che nell’ adulto, consistano in un
ampliamento della finestra terapeutica, senza costituire
unaprotezione duraturae quindi con unamorte cellulare
solo ritardata, oppure, a contrario possono offrire una
protezione permanente. Tali differenze appaiono in
relazione con diversi aspetti di questa metodica.

Sembra essere importante la durata dell’ipotermia,
in relazione con la severita dell’ asfissia. Ad esempio o
stesso tipo di insulto ipossico contrastato con un
raffreddamento piu prolungato (da 6 a 72 ore) produce
una protezione piu evidente [105]. Nei modelli animali
dove il momento d’'inizio dell’ipossia & noto ed il
raffreddamento pud essere attivato immediatamente, si
e prodotta una protezione del 60% sulla sopravvivenza
e sulle prestazioni a distanza con un abbassamento di
temperaturedi 6(9C per 3 ore, in confronto ad un 35% di
protezionein uno studio coninsulto lesionale piti grave.
Il tentativo di mantenere per tempi prolungati un
raffreddamento moderato producevarisultati interessanti
[106].

Elementi interessanti vengono forniti da uno studio
recente di Nedelcu [107], in cui I'effetto di 24 ore di
trattamento ipotermico marcato (30°C vs 37 °C) veniva
studiato quotidianamente usando esami in risonanza
magnetica e valutazione istopatologica, su animali
sottoposti ad occlusione della carotide comune ed a 90
minuti di esposizione ad ossigeno all’8%. L'edema
citotossico prodotto e la caduta del metabolismo
cerebralerisultavano migliorati dall’ abbassamento della
temperatura, rispetto a gruppo di controllo; mai casi
con lesioni iniziali gravi sviluppavano comunque,
nonostantel’ ipotermia, vaste areeinfartuali cerebrali ma
con tempi di progressione del danno molto piu lenti,
lasciando quindi I’ opportunita per un eventuale
intervento terapeutico addizionale.

Temperatura cerebral e neuroprotettiva ottimale

Studi sperimentali animali condotti nellapecoraenel
cane hanno indicato effetti protettivi per I’encefalo con
temperature sistemiche appenaal di sotto dei 34[°C, con
risultati migliori rispetto ad abbassamenti moderati (28-
32[9C) o marcati (15-25 °C), probabilmente acausadegli
effetti negativi dell’ipotermia[108].

Nell’uomo adulto il raffreddamento corporeo totale
a 33,5[C per 24 ore migliora la prognosi nei soggetti
con insulto di grado intermedio [104].

Forniscono dati interessanti |e val utazioni istologiche
ottenutein studi suratti trattati con temperature variabili,
dopo 20 minuti di ischemiacerebrale. | neuroni dell’ area
CA1, neuroni dei fasci piramidali altamente vulnerabili,
apparivano totalmente indenni ed appariva nettamente
ridotto il danno a carico dalle cellule dei nuclei della
base, in proporzionevariabileall’ ipotermia: del 75% con
temperature di 339C del 100% con 30°C.



Una sensibilita regionale cerebrale all’ipotermia
indica le zone corticali e del talamo come le meno
protette, in confronto a nucleo caudato, aparti del corpo
striato e dell’ippocampo [106].

Raffreddamento selettivo

Un approccio selettivo ha tentato di ottenere il
raffreddamento cerebrale minimizzando gli effetti
negativi dell’ ipotermiasistemica. GiaKotchev, nel 1970,
avevaapplicato unatecnicacheutilizzavacuffie abassa
temperatura. Gunn ed altri applicano la stessa metodica
a feti di pecora con ipossia, dimostrando che il
raffreddamento dellatemperatura extradurale, tra30C°9C
e 330C per 72 ore, riduceva gli esiti cerebrali sebbene
I’ abbassamento iniziasse fino a 5,5 ore dopo la
riperfusione. In questo caso, la temperatura interna,
misurata a livello esofageo, s riduceva di 1,50C in
rispostaal raffreddamento selettivo del capo eil calo di
temperatura corporea veniva prevenuto con una
perfusione placentare di sangue caldo. Uno studio
analogo su neonati a temine con asfissia perinatale e
sintomatologia neurologica precoce, otteneva
temperature rettali di 35,70C, utilizzando cuffie
raffreddate sul capo dei neonati con risultati ritenuti
efficaci nel ridurre in modo rapido la temperatura
cerebrale, senza effetti collaterali di rilievo [109].

In realtd esistono ben pochi dati disponibili sulla
distribuzione dellatemperaturaall’interno dell’ encefal o
neonatal e umano, o sull’ effetto del raffreddamento tanto
locale che sistemico. Tali dati sono difficili daacquisire
dal momento che unamisurazioneinvasivaaccuratadella
temperatura cerebrale neonatale non puo essere
facilmente giustificata ed i modelli animali possono
essere confondenti a causa delle differenze nel
metabolismo cerebrale, il flusso ematico, o lageometria
anatomica.

Un’ applicazione clinicadel raffreddamento cerebrale
richiederebbe che, come in atre terapie importanti, la
distribuzione e la dose siano accuratamente note. Cio
particolarmente importante dal momento che studi che
utilizzano larisonanza magneti ca hanno dimostrato che
nel neonato umano le strutture encefaliche della base
sono significativamente pit caldedi altri tessuti cerebrali
pit superficiali e che il danno alle strutture cerebrali
profonde & predittivo di problematiche neurologiche piu
gravi mentre lesioni corticali risultano relativamente
benigne [110].

Van Leeuwen e atri hanno studiato i metodi di
raffreddamento cerebrale attraverso un modello
numerico delle distribuzioni di temperatura al’interno
della testa del neonato, con |'ipotesi di verificare
“I"approccio selettivo”, basato sull’ applicazione di un
casco raffreddante alla temperatura costante di 10[°C.
Essi hanno ottenuto risultati che confermano come non
sialaresistenzatermicadel cranio, mapiuttosto I’ effetto
dovuto alla perfusione cerebrale a prevenire un
raffreddamento efficace [111].
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L"unico tipo di simulazione che produceva una
riduzione significativa della tempertura cerebrale
profonda era quellain cui veniva abbassata a 34°C la
temperatura corporea interna, implicando la necessita
di ridurre latemperatura total e corporea per ottenere un
raffreddamento cerebral e profondo. In conclusione questi
autori giudicano falsa I'ipotesi che il raffreddamento
dellasuperficiedel cranio mediantel’ applicazionedi un
casco raffreddante riduca significativamente la
temperatura cerebrale profonda e produca un
differenziale di temperatura tra le zone profonde
dell’encefalo e la temperatura corporea interna nel
neonato umano. Soltanto con |’ abbassamento della
temperaturainternasi ottiene unariduzionesignificativa
delle zone profonde dell’ encefalo. Questi dati, sebbene
successivamente contrastati da valutazioni successive
con laprimamisurazione direttadel gradiente T rettale/
T cerebrale profonda[112], comportano in ogni caso la
necessita di nuove ricerche per I’ applicazione di
metodiche coerenti della neuroprotezione da freddo.

Effetti sistemici negativi dell’ipotermia

Non s sonoregistrate differenzetraadulti conlesione
encefalica che hanno subito un raffreddamento fino a
33,50C, in relazione a ipotensione, aritmie, infezioni,
disturbi coagulativi, o necessitadi supporto ventilatorio
[104]. Al contrario nei neonati si sono osservati disturbi
coagulativi con temperature al di sotto di 330C.
L’ipotermia incrementa la viscosita ematica con un
aumento del 2% per 1[°C, producendo cosi un rischio di
difetto di perfusione sel’ ematocrito € giadi per sé ato.
Ci0 particolarmente in relazione ai rischi di lesioni
intestinali, connesse con unariduzione del flusso ematico
post-ipossico e rischio di enterocolite necrotizzante
[113].

Studi recenti hanno analizzato e documentato in modo
sistematico i rischi piu frequenti di variazioni
cardiovascolari [114] che appaiono:

1) caduta indesiderata della temperatura interna, su
valori inferiori a range desiderato, dovuta ad una
marcata variabilita individuale, influenzata dalla
somministrazione di farmaci anticonvulsivanti o sedativi
con un effetto di cattiva regolazione della vaso-
costrizione, e necessitadi riscaldamentoimmediato. Cio
comporta un certo grado d'incertezza nel progettare in
quanto tempo e per quale duratasi otterralacadutadella
temperaturainterna, dal momento che esiste unaspiccata
differenzaindividualein ciascun neonato nel difendersi
dall’ipotermia;

2) abbassamenti improvvisi dellapressione sanguigna
di grado moderato, macon effetti piu marcati nei neonati
in condizioni critiche, visto che il mantenimento della
pressione sistemica dipende dalla capacita del neonato
in condizioni giacritiche di operare unavasocostrizione
periferica efficace, che viene contrastata dalla presenza
dei pannelli radianti sul tronco e gli arti. La sommini-
strazione di benzodiazepine, il cui metabolismo epatico
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e ridotto dall’ipotermia, facilita ulteriormente la
vasodilatazione periferica, riduce la gittata cardiaca ed
accentuaquindi I'ipotensionein fase di riaumento della
temperatura;

3) un incremento improvviso del fabbisogno di
ossigenoin corso di ipotermiaé stato attribuito, con una
certa probabilitd, alla comparsa di ipertensione
polmonare: con fabbisogno di ossigeno gia elevato il
raffreddamento pu0 costituire un rischio aggiuntivo.
Peraltro il riaumento della temperatura che si rende
improvvisamente necessario deve essere strettamente
monitorizzato per il rischio di ipotensione sistemicaedi
shunt destro-sinistro e va quindi realizzato lentamente
(non piu di 0,5(C/h);

4) bradicardiasinusale, senzaeffetti negativi evidenti,
senzaaritmie, con valori, segnalati dapiu autori tra75 e
90/minuto.

Ipertermia

Lacomparsadi ipertermiadi grado intermedio viene
segnalata come un evento non rilevato ma comune
nell’iperemia della fase postischemica cerebrale dopo
la rianimazione. Una sua influenza negativa appare
dimostrata, poiché produce: un’accelerazione
nell’ evoluzione del danno neuronale ischemico nelle
regioni vulnerabili, un’ estensione del danno a regioni
non ordinariamente vulnerabili all’ischemia; unrilascio
facilitato degli aminoacidi eccitatori, e infine una
riduzione della funzione della barriera ematoencefalica
[115].

Valutazioni tese ad approfondire i tempi e gli effetti
della termoregolazione sul cervello immaturo hanno
studiato I’ esposizione a ipo o ipertermia. La comparsa
di iperpiressia, spontaneao connessacon un difficoltoso
controllo dellabassatemperatura, anche di brevedurata,
(per 3 ore, 24 oredopo I’ insulto), peggioravanettamente
laprognosi, ovel’induzionedi ipotermialieve edi breve
durata, associata ad antipiretici per una settimana,
produceva effetti neuroprotettivi [116].

Altrettanto vale per una eventuale esposizione
all’ipertermia prima, comein caso di febbre maternain
corso di travaglio di parto, durante o dopo I'ipossia
ischemia con deterioramento neurologico pit marcato,
ed accelerazione dell’ apoptosi [106].

Una componente importante degli interventi di
rianimazione consiste quindi nel porrecome un obiettivo
principale la prevenzione dell’ ipertermia.

Risultati a lungo termine

Unavalutazione alungo termine degli esiti neurolo-
gici ha generato marcate controversie cliniche e
sperimentali. Studi prospettici di lungadurataesistevano
soltanto su popolazioni infantili, con eta media di 30

giorni, sottoposti a trapianto cardiaco con arresto
circolatorio in ipotermia profonda (temperatura rettale
di 18+/-.5[C, tempo di ipotermia di circa 14 minuti).
La valutazione psicomotoria a distanza, fino a 2,5 anni
appariva normale e non sembrava influenzata in modo
negativo dall’ arresto cardiocircolatorio prolungato, né
dall’ipotermia profonda. Tali studi, sebbene la tecnica
di raffreddamento prevedesse una protezione del capo
con applicazione di ghiaccio, presentavano notevoli
differenze cliniche e sperimentali [117].

Studi recenti [118] si sono occupati di definire la
prognosi neuroevolutiva a lungo termine. Quaranta
neonati (con EG = a 37 sett.), arruolati entro 2-5 ore
dallanascita, con caratteristiche non significativamente
differenti per gestazione, nascita, peso, punteggio di
Apgar (< di 6 a5 minuti) e pH iniziale (< di 7,09)
venivano collocati in gruppi, la cui temperatura rettale
previstaera: con raffreddamento minimo 36,5C- 36[9C,
medio 35,9-35,5[°C oppure a34,5C etaletemperatura
veniva mantenuta fino a 72 ore. Il controllo clinico dei
pazienti prevedeva esami ecografici, TAC, EEG, esami
ematici e colturali, oltre a dati demografici e clinici
rilevanti (tipo di rianimazione, farmaci anticonvul sivanti
od altri, ecc.). | neonati venivano seguiti fino 18 mesi di
vita e valutati periodicamente con esami neurologici
seriati esomministrazionea 18 mesi dellaBayley scales
of infant devel opment.

All’esame dei risultati viene sottolineatala difficolta
di raccogliere in uno studio adeguato un numero
sufficiente di casi, sebbene la casistica descritta
dall’ autore lascerebbe intendere un sensibile effetto
protettivo sugli esiti a distanza nel gruppo di neonati
raffreddati a35-34,5 +/-0,509C, nonché, in generale, una
sostanziale sicurezza dell’impiego dell’ipotermia. Gli
stessi autori, assumendo come indicativo che
I’ abbassamento dellatemperaturarettal e fosse raggiunta
primadi 6 ore di vitaefosse associatacon unariduzione
del 30% dei decessi o di disabilita, ritengono comunque
necessari 175 neonati in ciascun gruppo per completare
un follow up valido. In ogni caso alcuni aspetti dello
studio in questione appaiono di rilievo per progettare
ricerche successive. Cio perché nonostante i criteri
d'ingresso risultino definiti, un numero significativo di
casi con pH aterato e Apgar basso presentano poi un
andamento sostanzialmente normale, suggerendo di
utilizzare unacombinazionedi fattori clinici allanascita
per aumentare la specificita dei neonati da selezionare
per il trattamento. Al contrario I’ identificazione precoce,
mediante EEG ad integrazione d’ ampiezza, di un reperto
anormale nelle prime sei ore, pud indicare una prognosi
comungue negativatral’80 e il 90% dei casi [119, 120]

Sulla base dell’insieme dei risultati sperimentali
globalmente incoraggianti sono stati avviati duetrials
multicentrici di trattamento ipotermico precoce per
neonati con encefa opatiaipossico-ischemicaallanascita
ed un terzo € in corso di progettazione. Queste speri-



mentazioni hanno pianificato il raggiungimento di una
temperatura inferiore a quella utilizzata negli studi di
Gunn, ed un reclutamento di neonati con criteri ancora
piu stretti [121].

Conclusioni

La limitazione dello stress ossidativo, I’ utilizzo di
farmaci, il trattamento ipotermico sembrano punti
emergenti nel campo delle strategie future per la
neuroprotezione nell’ipossia-ischemia perinatale. Un
loro studio settoriale pit approfondito potrebbe far
ipotizzare un trattamento combinato.

Lavoro presentato su invito.
Accettato il 22 ottobre 2001.
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Ruolo della semeiotica neurologica nella valutazione
e nella prognos del neonato a termine asfittico
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Riassunto. - L’ encefal opatiaipossi co-ischemica, ovvero lasindrome neurol ogica che consegue direttamente
al’ asfissia neonatale, rappresenta una delle principali cause di sequele neurologiche tra i neonati a termine.
Nonostante il costante arricchimento di dotazioni strumentali per la diagnosi precoce, come le indagini
elettrofisiologiche ele neuroimmagini, la semeiotica neurol ogica ha mantenuto un ruolo centrale nell’ inquadra-
mento clinico del neonato asfittico, confermando la suaimportante valenza prognostica. Lafacilitadi esecuzio-
nedell’ esame neurol ogico elasuaripetibilitapermettono infatti un monitoraggio del funzionamento neuropsichico
delle primissime fasi dello sviluppo, che risulta altamente correlato con la successiva evoluzione clinica. In
questo lavoro riportiamo la nostra esperienza ed una rassegna piu generale sul tema del ruolo della semeiotica
neurologica nella formulazione di una corretta previsione prognostica nei neonati con encefalopatia ipossico-
ischemica.

Parolechiave: encefal opatiaipossi co-ischemica, neonato, esame neurol ogico, general movements, prognosi.

Summary (Role of neurological assessment in the eval uation and prognosi s of asphyxiated term newborns).
- Hypoxic-ischaemic encephal opathy, the clinical neurological syndrome that follows birth asphyxia, is one of
the main causes of neurological sequelae in term newborns. Despite the advent of new imaging and neurophy-
siological techniques in the last two decades, the value of the neurological assessment of the newborn has not
been reduced. The possibility to perform easily serial neurological evaluations allows a detailed and non-inva-
sivefollow up of the early developmental processes, providing reliable prognostic information. In this paper we
report our experience and a more general review of the literature on the prognostic value of the neurological
assessment in term newborns with hypoxic-ischaemic encephal opathy.

Key words: hypoxic-ischaemic encephal opathy, newborn, neurologic test, general movements, prognosis.

Introduzione

Uno dei principali obiettivi che la disciplina della
neurologia neonatale si pone da sempre, consiste nella
possibilita di prevedere precocemente e correttamente
laprognosi dei piccoli pazienti con rischio neurologico.
Talecompito di predittivita, cheriguardasostanzialmente
ogni ambito del sapere medico, etuttaviaparticolarmente
complesso se applicato ale fasi precoci della vita, per
diversi ordini di ragioni. In primo luogo, le condizioni
cliniche del neonato risentono spesso dell’ influenza
negativa di fattori stressanti acuti verificatisi intorno
all’evenienza del parto. Inoltre, il neonato in terapia
intensiva € spesso sottoposto a terapie farmacol ogiche
che possono alterare transitoriamente il funzionamento
neuropsichico, basti pensare a questo proposito agli
effetti di sedazione di alcuni farmaci utilizzati nella
profilassi e nellaterapiadelle convulsioni. Tutto questo
rende piu ardua I’ interpretazione delle manifestazioni
cliniche precoci eriduce |’ accuratezza delle val utazioni
effettuate nei primi giorni di vita. Inoltre, come & noto,
nelle primefasi dello sviluppoil cervello éancoradotato

di grandi capacita di riorganizzazione plastica, sia
funzionale che anatomica, le quali, se da un lato
costituiscono labase di un recupero talvoltainaspettato,
dall’altro rendono pitu complessa la previsione
sull’ evoluzione del quadro clinico.

Queste considerazioni, valide per tutto I’ ambito della
neurologia neonatale, assumono un particolare rilievo
nel caso della sindrome asfittica, che costituisce, dopo
laprematurita, laprincipal e ragionedi consultazione del
neurologo nelle unita di terapia intensiva neonatale. 11
neonato asfittico si trovainfatti ad aver subito uninsulto
cerebrale acuto nell’'immediatezza della nascita, dopo
uno sviluppointrauterino che spesso e avvenuto in modo
del tutto regolare, e in conseguenza di tale evento corre
seriamente il rischio di compromettere in modo
irreversibile il proprio successivo sviluppo neuro-
psichico. In queste circostanze si fa sentire molto
pressante larichiesta, sia da parte dei familiari che dei
clinici, di una precisa quantificazione dell’ entita del
danno che il neonato ha subito, e di una stima delle
possibili conseguenze che ne deriveranno, soprattutto
per quanto concerne lo sviluppo neuropsichico.
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L’ encefal opatia ipossico-ischemica

Quando al’ evento asfittico segue un interessamento
del sistema nervoso centrale, ovvero si manifesta nelle
ore e giorni successivi al’ asfissia una chiara sindrome
neurologicaneonatale, si parladi encefal opatiaipossico-
ischemica (Ell), la quale rappresenta tuttora nel mondo
occidentale una delle principali cause di sequele
neurologiche trai neonati atermine[1, 2]. Da punto di
vistaclinico I’ Ell consistein un pattern caratteristico di
segni e sintomi neurologici che seguono I’ asfissia
perinatal e e che progredi scono con modalita pressocché
costante. La severita di tali segni dipende in gran parte
dalladuratadell’ asfissiacui il neonato é stato sottoposto,
epuo essereval utatain base alle manifestazioni cliniche
del soggetto [3]. | primi a fornire una classificazione
clinica dell’Ell, sono stati Sarnat e Sarnat nel 1976,
distinguendo tregradi di severita: lieve, moderataegrave
[4]. Sebbene questa e le successive classificazioni
permettano di graduare la gravita dei diversi quadri
clinici, la loro predittivita risulta insoddisfacente,
soprattutto nelle forme a gravita intermedia la cui
evoluzione eincerta[1, 5]. Per questo motivo nel corso
degli anni un grande sforzo é stato compiuto nello
sperimentare nuove metodiche di indagine che
permettessero unamigliore accuratezzaprognostica. Tra
gueste sono risultate certamente fondamentali leindagini
eettrofisiologiche, EEG e potenziali evocati [6-9], ele
pit recenti tecniche di neuroimaging come larisonanza
magneticanucleare (RMN) [10-12], ladiffusion weighted
RMN [13] e la spettroscopia[14, 15]. Allo stato attuale
non sembra tuttavia possibile individuare alcuno
strumento clinico che, utilizzato isolatamente, presenti
una predittivita assoluta.

La valutazione clinica del neonato asfittico
Concetti generali

Nonostante il costante arricchimento in termini di
dotazioni cliniche e strumentali in questo ambito,
particolarmenteflorido nelle ultime decadi, al cuni assunti
generai sulla predittivita degli strumenti diagnostici
possono considerarsi sempre validi [3]. In primo luogo,
tutti i test predittivi, clinici e strumentali, aumentano la
loro accuratezza nei casi collocati ai due estremi dello
spettro clinico, come la hormalita o I’ estrema gravita,
piuttosto che nelle condizioni intermedie. Inoltre,
risultano piu predittivi quando vengono ripetuti pit volte
adistanza ravvicinata ed analizzati complessivamente,
piuttosto che sulla base di singole osservazioni. Come
conseguenza di cid, I'approccio piu indicato alla
va utazione del neonato asfittico rimaneatutt’ oggi quello
basato sull’analisi ragionata ed integrata dei diversi
strumenti disponibili, soprattutto se interpretati in

un’ottica evolutiva che tenga conto dell’ epoca di
insorgenzadel danno e delle capacitadi riorganizzazione
e recupero. Le sofisticate tecniche messe a punto negli
ultimi anni, con in primo luogo le metodiche di
neuroimaging, non sembrano in grado di rimpiazzarela
valutazione clinica come strumento centrale della
valutazione del neonato asfittico. Al contrario, appaiono
averne significativamente rafforzato il ruolo,
consentendo una migliore correlazione tra il danno
biologico o anatomico, ed i pattern di manifestazione
neuropsichica.

Nei prossmi paragrafi verraandizzato |’ apporto della
semeioticaneurologicaallaformulazione di unacorretta
previsione prognostica nei neonati a termine con
encefa opatiaipossi co-ischemica. |n particolare verranno
discuss alcuni contributi forniti dal nostro gruppo in anni
recenti su due temi di nuovo interesse: a) il valore di
valutazioni neurol ogiche seriate, integrate conletecniche
di neuroimaging, nella valutazione e nella prognosi del
neonato asfittico eb) I’ applicazione atale patologiadelle
recenti metodiche semeiologiche basate sull’ osserva-
zione dei general movements (GM) sviluppate dalla
scuola di Heinz Prechtl.

Indici clinici globali

Numerosi indici clinici sono correntemente utilizzati
nella valutazione del neonato asfittico. Un indicatore
globale di funzionamento, misurato nei primissimi
minuti di vita, &costituito dal punteggio di Apgar. Questo
indice € in uso ormai da 50 anni, e studi recenti hanno
confermato il suo valore predittivo per la mortalita nel
primo mesedi vita, superioreaquello del pH dell’ arteria
ombelicale [16]. Sebbene numerosi studi abbiano
dimostrato una scarsa correlazione di tale indice con il
grado di asfissia e, soprattutto, con |’ evoluzione e
I’ outcome neuropsichico, lafacilitadi applicazioneela
sua ampia diffusione nella pratica clinica, lo rendono
ancora oggi uno strumento utile per lo screening dei
soggetti arischio [17, 18]. Una valutazione clinica piu
approfondita é costituita dalla gia citata classificazione
di Sarnat e Sarnat, basata sull’analisi di diversi aspetti
dell’ assetto neurologico, come lo stato di coscienza, il
tono muscolare, i riflessi, la funzione del sistema
neurovegetativo elapresenzadi convulsivita[4]. Divers
studi longitudinali hanno dimostrato la validita di tale
approccio, evidenziando tuttavia alcuni limiti non
trascurabili. Inlineagenerae, come giaaccennato, questa
classificazione presenta un ato valore predittivo per le
categorie agli estremi dello spettro clinico: tutti i soggetti
con un grado lieve di encefal opatia ipossico-ischemica
presentano un outcome nella norma, mentre tutti quelli
con una forma severa vanno incontro ad importanti
disabilita motorie /o ritardo cognitivo, o all’exitus. Al
contrario, la prognosi rimane incerta nelle forme



intermedie, che conservano in una percentuale non
trascurabileil rischio di un’evoluzione anche grave[1, 5].

La semeiotica neurologica

In questo contesto si collocano i humerosi tentativi
di mettere a punto tecniche semeiol ogiche pit specifiche
di valutazione del neonato con sofferenza asfittica. |
maggiori sistemi di valutazione neurologicatradizionale
sono stati applicati a neonato a termine a rischio, con
risultati che presentano spiccate concordanze sul piano
dellapredittivita, tanto dafar condividere unanimemente
alcuni concetti di massima [19-23]. Un esame
neurologico normale alla nascita pud considerarsi
consistentemente associato ad uno sviluppo
neuropsichico regolare. Per contro, lamaggior parte dei
soggetti che sviluppano un deficit neuromotorio e/o
cognitivo nel corso dell’ etaevol utiva, presentavano quasi
invariabilmente alla nascita un esame neurologico
alterato. Se ne deduce che il vero fattore limitante la
predittivitasiarappresentato dal numero di fals positivi,
ovvero di soggetti con quadro clinico inizialmente
alterato, ma che recuperano successivamente. Alcune
possibili ragioni di cid sono state accennate al’inizio, e
consistono sostanzialmente nell’ influenza che esercitano
sul comportamento del neonato alcuni fattori solo
transitoriamente coinvolti nel funzionamento neuro-
psichico, come la presenza di patologie internistiche
acute concomitanti o lasomministrazionedi farmaci per
la profilassi e curadegli episodi convulsivi. Per queste
ed altreragioni, lapredittivita dell’ esame neurologico €
attesaincrementarsi con il passare dei giorni, quando ci
si allontana progressivamente dall’ evento lesivo.

L’ esame neurologico classico: recenti applicazoni

Lo studio del valore prognostico dell’ esame
neurologico, e della sua predittivita in funzione
dell’epoca di somministrazione dell’ esame é stato
oggetto di una recente ricerca dell’ Hammersmith
Hospital di Londrain collaborazione conil nostro gruppo
[22]. Novantaneonati atermine con sofferenzaipossico-
ischemica sono stati testati utilizzando I’ esame
neurologico standardizzato di Dubowitz et al. [24],
immediatamente dopo |I'ammissionein terapiaintensiva
neonatal e, elongitudinalmente adistanzadi pochi giorni
nel primo mese di vita. Tutti i soggetti sono stati inoltre
sottoposti ad almeno un esame di RMN nei primi giorni
di vita, con controllo tra 4 e 6 settimane. L' outcome €
stato valutato trai 18 mesi ei 5anni, mediantel’ utilizzo
di scale di sviluppo e valutazioni neurologiche
standardizzate.

Sebbenei risultati di questaricercasiano stati in buona
parte concordi coni precedenti lavori sopracitati, alcuni
nuovi elementi di interesse meritano di essere
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sottolineati. Mentre un esame neurologico normale é
risultato sempre associato ad uno sviluppo nellanorma,
indipendentemente dall’ epoca in cui venisse eseguito
(assenza di falsi negativi), un esame anormale non
risultava sempre associato ad un outcome sfavorevole
(presenzadi falsi positivi). Tuttavia, il valore predittivo
dell’ esame migliorava sensibilmente con il passare dei
giorni tanto che ala fine della terza settimana i falsi
positivi s erano ridotti ameno dell’ 1% (Fig. 1). In atre
parole, dopo appenatre settimane dalla nascita, I’ esame
neurologico s rivelavaatamente predittivo con unvalore
prognostico paragonabileaquello di tecnichedi indagine
molto pit complesse e costose.

Grazie all’ utilizzo contemporaneo delle tecniche di
neuroimaging, € stato possibile correlare acuni pattern
di espressione clinica ale diverse tipologie di lesione
visibili allaRMN. Ad esempio, tutti i soggetti con RMN
normale o coloro che mostravano lievi alterazioni dei
nuclei della base o della sostanza bianca, potevano
presentare nelle prime due settimane un esame
neurologico anormale che perd tendeva a migliorare
entro la terza settimana, lasciando talvolta esclusiva
mente una modesta riduzione di tono del tronco o del
capo. L’ outcome era sempre favorevole. Al contrario,
tutti i soggetti con lesioni importanti acarico dei nuclei
dellabase, frequenti in caso di asfissiagrave, presenta-
vano alterazioni globali dell’esame neurologico
indipendenti dall’ epocadi somministrazionedell’ esame,
emostravano un’ evoluzioneinvariabilmente patol ogica.
Tra questi, i pattern neurologici piu frequentemente
riscontrati consistevano in una ipotonia diffusa e
persistente, 0 in unaanomaladistribuzione del tono con
prevalenza del tono estensorio dei muscoli del tronco e
del collo, e posturapreferenziale con arti inferiori estesi
e superiori flessi. L'outcome motorio era sempre
costituito dallaparalisi cerebrale.

| risultati di questo studio dimostrano che I’esame
neurologico tradizionale pud essere considerato uno
strumento affidabile e con elevato valore prognostico

30
m outcome
anormale
25 o Outcome
normale
20
15
10
5
0 T T T T T T
N anormale N anormale N anormale N anormale
giorni 1-4 1a settimana 2a settimana >17 giorni

Fig. 1. - Valutazioni neurologiche raggruppate in base

all'epoca di esecuzione e all’'outcome, in un gruppo di

neonati a termine con encefalopatia ipossico-ischemica.
N = esame neurologico normale (modificata da [22]).
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nei neonati a termine con Ell. Attraverso una corretta
interpretazione dei segni clinici in relazione al’ epoca
di somministrazionedell’ esame, & possibilein unacerta
misura prevedere il tipo di evoluzione e la severita
dell’ outcome. Tali informazioni appaiono complementari
a quelle fornite da altri strumenti clinici altamente
specialistici come laRMN, I'EEG o la spettroscopia, e
risultano pertanto particolarmente utili nelle sedi dove
tali metodiche non siano prontamente disponibili.

Nuove prospettive: la valutazione
della motricita spontanea

Nel corso delle ultime due decadi unanuovametodica
per la semeiotica neurologica del neonato e del lattante
€ stata messa a punto dal gruppo di Prechtl [25, 26].
Questatecnica, basata sull’ osservazione dei movimenti
spontanei, ha gia dimostrato in numerosi trial clinici di
possedere un’ elevata affidabilita e potere predittivo sia
nella valutazione del prematuro che del nato atermine
[27-30].

Il feto ed il neonato producono un elevato numero di
movimenti spontanei, che interessano tutte le parti del
corpo, con una sequenza variabile e con sovrapposte
delle componenti distali rotazionali. La loro durata va
da qualche secondo ad alcuni minuti, e le loro
caratteristiche sono simili nel feto e nel neonato espri-
mendo una vera e propria continuita di pattern motori
tra prima e dopo la nascita [25]. Tali movimenti sono
ormai concordemente definiti nella letteratura
internazionale come general movements (GM). Intorno
a due mesi di vitai GM si modificano, passando da
movimenti con carattere contorsivo, apparentemente pitl
rigidi epiulenti (writhing movements), amovimenti piu
fluidi ed eleganti, di ridotta ampiezza e piu ricchi di
componenti rotazionali distali (fidgety movements) [31-
33].

| primi studi che hanno esaminato sistematicamente
le caratteristiche dei movimenti spontanel nei soggetti
normali ed in quelli con lesioni cerebrali, hanno
dimostrato come non esistano differenze significative
nella frequenza e nella durata dei pattern motori
spontanei tra questi due gruppi, e che pertanto I’ analisi
di indici quantitativi del movimento risulti scarsamente
predittiva. Al contrario, lamotricitaspontaneadei neonati
conlesioni érisultatasensibilmente differente dal punto
di vista qualitativo, essendo lenta e monotona, oppure
brusca e caotica, ovvero privadi complessita e fluenza.
L'analisi dellamotricita spontaneaintesacome capacita
di discriminare queste differenze qualitative del
movimento si & dimostrata pertanto strumento
diagnostico e prognostico di elevata affidabilita [34].

L'analisi qualitativa del movimento mediante
I’ osservazione dei GM é stata recentemente applicata
allo studio dei neonati aterminecon Ell, edil suovalore
prognostico e stato comparato a quello dell’ esame
neurologico tradizionale [30-35]. Anche nel caso della
valutazione dei GM si é confermata I'importanza di
eseguire delle valutazioni seriate longitudinali per una
migliore definizione della prognosi. Questa metodica
infatti, presentaun sensibile aumento del proprio vaore
prognostico con il passare dei giorni, ovvero
alontanandos dall’ eventolesivo, con sensibileriduzione
del numero dei falsi positivi (Fig. 2). Anche in questo
studio questatendenzas e confermataugual mentevalida
per I’ esame neurologico tradizionale, che si @ dimostrato
tuttavia piu tardivo nell’identificazione dei disordini
neurologici transitori, ovvero si @énormalizzato in epoca
lievemente piu avanzata rispetto ai GM nei casi che
hanno presentato successivamente uno sviluppo normale.
Lacomparazione tra queste due tecniche di valutazione
ha comunque evidenziato una buona concordanza
prognosticanei soggetti con Ell, sebbenel’ osservazione
dei GM siarisultata lievemente superiorein tutte le eta
valutate (Tab. 1).

normale PR transitorio CS transitorio PR persistente CS persistenti
0000000 | 0000000 |000ee 000000 0000000
Osservazione | OOO0OOO0O0O OOO0O00O0 [ [ I )
dei GMs 0000000
o®
Ecame | Q000000 0000000 000e coee e000000
neur0|ogico OOOOOOO OOOOOOO “"
0000 (eJelelol I J J
normale Lievi anomalie Severe anomalie Lievi anomalie Severe anomalie
transitorie transitorie persistenti persistenti

QO = outcome normale a 2 anni

(® = outcome lievemente anormale

@ = outcome gravemente anormale

PR = Poor Repertoire

CS = Cramped-synchronized

Fig. 2. - Correlazione tra valutazioni longitudinali mediante osservazione dei GM ed esame neurologico, in un gruppo
di neonati a termine con encefalopatia. PR: poor repertoire; CS: cramped-synchronized (modificata da [35])
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Tabella 1. - Valore predittivo dell'osservazione dei general movement (GM) e del’esame neurologico, rispettto
all'outcome a due anni, in un gruppo di neonati a termine con encefalopatia (modificata da [35])

Eta del termine

Periodo post-termine

Eta post-mestruale (settimane) 38-42
n. dei casi 51
Osservazioni dei GM
sensibilita (%) 94,1
specificita (%) 58,8
Esame neurologico
sensibilita (%) 88,2
specificita (%) 58,8

43-47 48-56 57-65
45 58 54
94,1 94,4 82,3
85,7 82,5 83,8
88,2 88,9 94,1
67,8 72,5 81,1

Grazie alle sue caratteristiche, ovvero alla totale
assenza di invasivita ed alla semplicita di esecuzione,
I’ osservazione dei GM risulta particolarmente adatta
all’ esecuzionedi valutazioni seriatelongitudinali, e pud
essere considerato I'esame di elezione in tutti i casi in
cui non é indicata o non € possibile la mobilizzazione
del soggetto. L’utilizzo di questa metodica appare
complementare agli approcci tradizionali, i quali
forniscono senzadubbio un inquadramento pit completo
delle diverse sottofunzioni del sistema nervoso, come
ad esempio i nervi cranici o il sistema neurovegetativo.
Vaperaltro ricordato che questi strumenti non risultano
utili nei casi di estremadepressionedel sistemanervoso,
secondari ad esempio a severa asfissia, 0 a profonda
sedazione, quando solo leindagini strumentali possono
fornire informazioni realmente utili [8].

Conclusioni

L’ encefal opatiaipossi co-ischemica costituisce ancora
oggi un'importante causa di patologia neuropsichica
Unadiagnosi ed uninguadramento clinico precoce sono
indispensabili per intraprendere un trattamento
riabilitativo che possaincidere significativamente sulla
storia naturale della malattia. Studi recenti hanno
confermato il ruolo centrale svolto dall’ esame
neurologico nella diagnosi precoce e nella previsione
accurata dell’ evoluzione neuropsichica del neonato a
termine asfittico. Sia |’ esame neurologico tradizionale
che le nuove tecniche semeiologiche basate
sull’ osservazione dei GM si sono confermate altamente
predittive, particolarmente dopo 2-3 settimane di vita,
ovvero all’allontanarsi dall’evento lesivo. La
comparazione con tecniche strumentali ha inoltre
consentito una migliore correlazione tra il danno e le
caratteristiche cliniche dei soggetti, permettendo un
migliore inquadramento clinico che potrebbe risultare
particolarmente utile nel centri periferici dotati di minori
strumentazioni diagnostiche tecnol ogicamente avanzate.

Nonostante i progressi fatti tuttavia, ulteriori studi
randomizzati con casistiche pit ampie sono
indispensabili per lacomprensione ddllereali potenzidita
dellavalutazione neurologicanell’Ell, e per lamessaa
punto di un protocollo clinico standardizzato su cui
raggiungere il maggior consenso scientifico possibile.

Lavoro presentato su invito.
Accettato il 19 luglio 2001.
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Tecniche di neuroimaging per la diagnosi
del danno cerebrale nel neonato
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Riassunto. - Il ruolo dellaneuroradiol ogia nellavalutazione del danno anossico-ischemico perinatale  stato
profondamente modificato dall’ avvento della risonanza magnetica (RM). Questa tecnica consente daun lato la
migliore valutazione possibile dell’ anatomia normale dell’ encefalo neonatale, e dall’ altro offre importanti in-
formazioni diagnostiche sia nella valutazione del prematuro che del nato atermine. Nel prematuro, laRM ein
grado di identificarelapresenzadi piccolelesioni dellasostanzabiancanon visualizzabili allo studio ecografico,
mentre nell’ asfissiadel nato atermine identifica un quadro caratteristico di coinvolgimento selettivo di aree ad
elevatarichiesta energetica. Grazie a particolari tecniche di acquisizione, € inoltre possibile ottenere immagini
dipendenti dalla diffusione molecolare, tali immagini sono di estrema utilita nella valutazione della fase acuta
del danno anossi co-ischemico, permettendo un bilancio prognostico estremamente precoce.

Parole chiave: risonanza magnetica, ecografia transfontanellare, asfissia perinatale, diffusione.

Summary (Neuroimaging techniques for diagnostic evaluation of neonatal brain damage). - Recently,
magnetic resonance (MR) has become the technique of choice in evaluating neonatal central nervous system
(CNS) diseases. It is the only imaging technique that can discriminate myelinated from neonatal unmyelinated
white matter; it offers the highest sensitivity in detecting acute anoxic injury of neonatal brain, and, with proper
coilsand sequences, it can exquisitely depict neonatal brain anatomy and locate pathol ogy. With new generation
high-field MR imaging units it is now possible to obtain images of molecular diffusion. Preliminary reports
suggest that diffusion imaging may be useful in early detection of perinatal brain ischemia and it is likely to

become crucial in the effective and safe use of neuroprotective strategies.
Key words: magnetic resonance, ultrasonography, perinatal asphyxia, diffusion.

Introduzione

L'avvento della risonanza magnetica (RM) ha
profondamente modificato |’ approccio diagnostico
neuroradiologico a danno cerebrale dainsulto ipossico/
ischemico neonatale. Qualsiasi considerazione sulle
tecniche diagnostiche non pud quindi prescindere dal
ruolo centrale acquisito da questa tecnica nella
valutazione dell’ encefal o neonatale.

Dopo aver brevementevalutato lo stato dell’ artedella
RM eleprincipali tecnichedi acquisizione utilizzate nel
periodo neonatale considereremo i differenti quadri
diagnostici rispettando la classica divisione in eta
gestazionale, valutando quindi dapprima le aterazione
del prematuro e successivamente quelle del nato a
termine.

Tecnichedi studio

In epoca neonatale le tecniche neuroradiologiche
disponibili per lo studio del sistema nervoso centrale
sono: I'ecografia, latomografia computerizzata (TC) e
laRM.

L'ecografia per praticita d’'uso, relativa ampia
disponibilita, bassi costi e assenza di radiazioni
ionizzanti, rimane la tecnica diagnostica di screening
nella valutazione della patologia del SNC neonatale.
Attraverso |'ecografia viene stabilito il grading nelle
emorragie peri-intraventricolari del prematuro e
conseguentemente poste le basi per un inquadramento
prognostico. Sempre attraverso |’ ecografia viene
facilmente monitorato, nel paziente con emorragia peri-
intraventricolare, I'insorgere e l’ eventual e progressione
di una dilatazione ventricolare. E’ inoltre tecnica
fondamentale nella prima valutazione del danno
anossico-ischemico sia nel prematuro che nel nato a
termine seppure la sua sensibilita e specificita sia
inferiore alla RM. E’ in buona sostanza una tecnica
diagnostica insostituibile in neonatologia per un primo
inquadramento del danno cerebrale nel neonato.

La TC e una tecnica progressivamente in disuso in
ambito neonatale. Haunaottimasensibilitaper lelesioni
emorragiche, maunacomplessiva scarsa sensibilita nel
confronti delle lesioni anossico-ischemiche se
confrontata alla RM. Il suo impiego & inoltre limitato
dall’ uso di radiazioni ionizzanti. L' impiego per il quale
risulta ancora oggi insostituibile nella diagnostica
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neuroradiol ogicadel neonato €lo studio del cranio edel
massiccio facciale (malformazioni e traumi) e delle
cacificazioni intracraniche.

La RM e latecnica che presenta attualmente la piu
alta sensibilita verso le lesioni anossico-ischemiche sia
del prematuro che del nato atermine. Oltreadimostratre
una elevata sensibilitd la RM offre anche la miglior
definizione possibile della anatomia normale del SNC
neonatale ed einoltrel’ unicatecnicain grado di valutare
il processo di miglinizzazione. Un ulteriore vantaggio
nei confronti dellaTC el’ assenzadi radiazioni ionizzanti,
mentre presenta nel confronti dell’ ecografia dei limiti
legati al relativo alto costo e minor disponibilita e ala
necessita dell’immobilita del neonato durante
I’ esecuzione dell’ esame. Entro i primi uno-due mesi di
vita, & tuttavia possibile eseguire I'esame RM senza
sedazione, avendo cura di preparare il heonato prima
dello studio con una congrua deprivazione di sonno
seguitadall’ allattamento.

Tecnica di studio RM dell’ encefalo neonatale

Un corretto esame RM dell’ encefalo neonatale
prevede una tecnica di acquisizione dedicata, in atri
termini la scelta delle sequenze di acquisizione, delle
bobine e del magnete/gradienti deve considerare le
specifiche caratteristiche del SNC neonatale [1].

Magnete/gradienti. - E' indubbiamente da preferire
un magnete ad alto campo (1,5 T) con gradienti
particolarmente potenti erapidi. L’ alto rapporto segnale/
rumore consente un uso maggiormente flessibile dei
parametri comelo spessore dellasezione ed il campo di
vista, fondamentali nello studio di piccoli volumi,
consente inoltre I'utilizzo a meglio di sequenze di
acquisizione o tecniche di particolare importanza nella
patologia anossico-ischemica come la diffusione e la
spettroscopia.

Bobine. - Il piccolo volume dell’ encefalo neonatale &
pit facilmente valutabile con bobine dedicate con un
diametro trasverso utile di 18-20 cm. Per la loro
geometriasimileaquelladellabobinadell’ encefalo, ma
di dimensioni ridotte, possono esserein genere utilizzate
le cosiddette bobine per lo studio delle estremita
(ginocchio-caviglia).

Sequenze di acquisizione. - Debbono essere conside-
rati dei parametri di acquisizione specifici legati
prevalentemente al fatto che il cervello di un neonato
essendo pressoché completamente privo di mielina &
molto piu ricco in acquachenonil cervello di un adulto
0 di un bimbo di 4-5 anni [2]. In linea generale, per
ottenere nell’ encefal o del neonato un buon contrasto fra
sostanza bianca non mielinizzata e sostanza grigia,
occorre accentuare ladipendenza della sequenza siadal
tempo di rilassamento T1 che dal tempo di rilassamento
T2. Da un punto di vista tecnico per una sequenza
spinecho standard T2 dipendente il TR non dovrebbe

essere inferiore a 3000 ms e il TE a 100-120 ms.
L aumento del TR comporta un aumento del tempo di
acquisizione, tuttavia la recente introduzione nella
routine clinica delle sequenze spin-echo rapide (Fast o
Turbo SE) ha consentito di ridurre nettamente il tempo
di acquisizione mantenendo dei TR elevati ed un
eccellente rapporto segnale/rumore. L e sequenze vel oci
possono essere utilizzate anche nelle acquisizioni con
tecnicainversion recovery che consentono un eccellente
contrasto T1 frasostanzabianca, sostanzagrigiaeliquor.

Nello studio della patologia cerebrovascolare del
neonato, le sequenze spin-echo dipendenti dalladensita
protonica e le sequenze FLAIR si sono dimostrate di
scarsa utilitd ed appaiono complessivamente meno
informative delle sequenze convenzionali spin-echo T1
e T2 dipendenti ed inversion recovery T1 dipendenti.

Nel sospetto di emorragia della matrice germinale o
d'infarto emorragico periventricolare, I’ obiettivo delle
sequenze RM e quello di evidenziare le caratteristiche
modificazioni di segnale legate alle proprieta
paramagnetiche dei derivati emoglobinici. In questo
senso, a causa della continua rifocalizzazione degli
impulsi RF, le sequenze spin-echo veloci T2 dipendenti
risultano poco efficaci in quanto “appiattiscono” gli
effetti paramagnetici rispetto alle corrispondenti
convenzionali spin-echo, specie con apparecchiature a
campo magnetico medio-basso (< 0,5 T). In questi casi
e preferibile non utilizzare sequenze veloci, ma ad eco
di gradiente che utilizzano un sistemadi rifocalizzazione
misto (RF + gradienti) e che hanno unabuonasensibilita
agli effetti paramagnetici. Una proposta di protocollo
per lo studio RM dell’ encefal o del neonato ériportatain
Tab. 1.

Sequenze per la valutazione della diffusione. - Queste
sequenze di recente applicazione nella routine
diagnosticaoffrono informazioni di estremadtilitanella
valutazione del danno anossico-ischemico. Nelle
immagini dipendenti dalla diffusione I'intensita del
segnale RM non € piu influenzata unicamente dai tempi
di rilassamento, ma prevalentemente dall’entita della
diffusione molecolare, in particolare dalla diffusione
delle molecole d' acqua. Ogni tessuto biologico ha
proprie caratteristiche di diffusione: se consideriamo un
contenitore d’'acqua le molecole di acqua s muovono
(diffondono) liberamente e con moto casual einfluenzato
unicamente dalla temperatura. Se tuttavia le molecole
d’acqua trovano degli ostacoli, come avviene
normalmente in qualsiasi struttura biologica, la loro
possibilitadi diffusione éinevitabilmenteridotta. Questa
riduzione o limitazione puo essere distribuita in modo
sostanzialmente uniforme nei tre piani dello spazio
(riduzione e conseguente diffusione isotropica), come
avviene ad esempio nella sostanza grigia, 0 pud essere
ridottalungo piani preferenziali (diffusione anisotropa)
come avviene nella sostanza bianca. La sostanzabianca
einfatti codtituitapreval entemente daassoni cheformano
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Tabella 1. - Esempio di sequenze di acquisizione RM standard per lo studio dell’encefalo del neonato

Tipo di sequenza

Parametri

A) Sequenza SE convenzionale T1 dipendente

Piano sagittale, 15 sezioni di 4 mm di spessore; TR 527 ms, TE 14;

campo di vista 150-170 mm; tempo totale di scansione 4 mine 11 s

B) Sequenza turbo SE T2 dipendente

Piano assiale (orbito-meatale); 18-23 sezioni di 3-4 mm di spessore;

TR 5200 ms, echo train 15; campo di vista 130-150 mm; tempo totale
di scansione 2 mine 10 s

C) Sequenza SE convenzionale T1 dipendente

Piano assiale; 17 strati di 4 mm di spessore; TR 527 ms, TE 14;

campo di vista 150 mm; tempo totale di 4 min e 11s

D) Sequenza turbo inversion-recovery T1 dipendente

Piano assiale; 12 strati di 5 mm di spessore; TR 5800 ms, TE 60,

TI 300; campo di vista 130-150 mm; tempo totale
di scansionedi2 mine 25 s

fasci di fibre al’interno dei quali I’ acqua ha diffusione
massima nella direzione parallela al’ assone e minima
in quella perpendicolare. Applicando ad una normale
sequenza spin-echo dei gradienti appositamente
ponderati per la diffusione otteniamo quindi una
immagine nella quale I'intensita di segnale &
proporzionale ala restrizione della diffusione. In altri
termini il segnale proveniente dal liquor, assimilabile
all’acqua, dove massima € la diffusione sara basso,
mentre quell o proveniente dastrutture dove ladiffusione
e fortemente limitata sara alto. Inoltre per quanto detto
sulla anisotropia della sostanza bianca, il segnale
proveniente dalla sostanza bianca saradiverso aseconda
dell’ orientamento dei gradienti pesati in diffusione. Se
il gradiente sard ad esempio applicato sul piano z che
attraversa la sezione assiale dal basso verso I’ alto sara
parallelo a certi fasci di fibre, come ad esempio quello
cortico-spinale che dimostrera massima diffusione e
basso segnale, ma sara perpendicolare ad altri, come la
radiazionevisivaedil corpo calloso che evidenzieranno
un alto segnale per unalimitatadiffusione. Sedaun lato
questatecnicadi acquisizione puo risultare estremamente
interessante nell’isolare differenti fasci di fibre, & per
altri versi utile ottenere delleimmagini che rappresentino
la sommatoria dei tre assi cartesiani per una miglior
identificazione di aree di restrizione patologica della
diffusione. Queste immagini prendono il nome di trace
e sono quelle piu utilizzate nella diagnostica clinica.
Tuttavia per rendere maggiormente informativo il dato
della diffusione vanno affiancate alle immagini
dipendenti dalladiffusione anche delleimmagini chene
possano dare una quantificazione, che possano in altri
termini rappresentare direttamente il coefficiente di
diffusione apparente (ADC). L’ immagine dipendente o
pesata dalla diffusione € infatti pur sempre influenzata
dai tempi di rilassamento in particolare dal T2. Per
cercare di ridurre I'influenza del T2 nella genesi
dell’immagine posso aumentare la dipendenza dalla
diffusione aumentando il fattore b, main modo molto
piu efficace posso, a pari di quanto avvieneconil calcolo
del T2, campionare piu immagini con b crescenti e

ottenerelacurvadi decadimento del segnaledallaquale
ottengo il valore numerico di ADC. L’importanza
dell’ADC é di stretta evidenza quando un’ aterazione
presenti un aumento di segnale sia in T2 che nella
sequenza pesata in diffusione. In questo caso non pud
essere escluso che |’alto segnale della diffusione sia
almeno in parte un “trascinamento” dell’ alto segnalein
T2 e quindi non rappresenti realmente una restrizione
della diffusione. L'immagine ADC da invece il valore
certo delladiffusione che éinversamente proporziona e
alla restrizione poiché ovviamente il coefficiente di
diffusione € maggiore quanto larestrizione € minore. In
altri termini al segnale elevato della immagine
dipendente dalla diff usione deve corrispondere un basso
segnale dellaimmagine ADC per poter confermare una
effettiva restrizione.

Anatomia normale RM dell’ encefalo neonatale

L aspetto maggiormente caratteristico delleimmagini
RM nel neonato € la pressoché completa assenza di
mielinaben evidenziabile sianelleimmagini T1 che T2
dipendenti [3]. L'assenza di mielina determina una
inversionedel normali rapporti di contrasto frasostanza
bianca e sostanza grigia. Nell’adulto o nel bambino a
processo di mielinizzazione completato, sostanzabianca
e sostanza grigia hanno dei caratteristici rapporti di
contrasto governati sostanzialmente dalle differenti
concentrazioni in acquaelipidi. In particolarelasostanza
bianca essendo rel ativamente pit poverain acqua e piu
riccain lipidi della sostanza grigia presenta un segnale
piu basso della sostanza grigia nella sequenza T2
dipendente e piu ato dellasostanzagrigianellasequenza
T1 dipendente. Nel neonato viceversa |’ assenza di
mielina comporta una relativa ata concentrazione in
acqua e bassa in lipidi della sostanza bianca con un
inversione dei rapporti di contrasto in T1 e T2 fra
sostanzabiancae sostanzagrigia: lasostanzabiancaavra
quindi un segnale rel ativamenteiperintenso nei confronti
dellagrigianellasequenzaT2 dipendente erelativamente



506

ipointenso sempre nei confronti della grigia nella
sequenza T1 dipendente.

Per atro verso, tali rapporti di contrasto consentono
di identificare al’interno della sostanza bianca quelle
aree dove nel neonato comincia a rendersi evidente il
processo di mielinizzazione. Tali aree sono costituite nel
neonato principalmente dalle vie sensitive (Ilemnischi
mediali, nuclei ventro postero laterali dei talami, corone
radiate) comprese le vie uditive (lemnischi laterali,
collicoli inferiori, corteccia uditiva primaria) e visive
(tratti ottici, nuclei genicolati, corteccia calcaring) e da
alcune aree filogeneticamente pit antiche come le
strutture archi e paleocerebellari.

Patologia anossico-ischemica del neonato

L’ encefal opatia anossico-ischemica & la prima causa
di morbidita fra le patologie neurologiche del neonato
[4].

Nell’inquadramento di tale patologia va seguito il
criterio generale che le caratteristiche anatomo-
patologiche delle alterazioni encefaliche e di conse-
guenzaanchei reperti RM sono strettamente di pendenti
dal grado di maturazione del sistemanervoso centralee
quindi dall’ eta gestazionale del neonato. Vanno quindi
Separatele alterazioni caratteristiche del nato pretermine
(dalle 24 alle 36 settimane di etd gestazionale) daquelle
del nato a termine (dale 37 ale 41 settimane di eta
gestazionale).

Differentemente dall’ adulto, doveil danno anossico-
ischemico causa invariabilmente un danno diffuso a
carico dellasostanzagrigia, il danno anossico-ischemico
del neonato sia nel prematuro che nel nato atermine &
pit frequentemente sel ettivo. La selettivita del danno si
modifica rapidamente con lo sviluppo biochimico,
cellulare e anatomico del SNC neonatale. Le stesse
richieste energetiche del cervello variano a seconda del
suo stato di maturazione come ben documentato in vivo
dallaPET [5].

In linea generale & possibile affermare che in caso di
danno anossico lieve-moderato la sostanza bianca é piu
vulnerabile nel prematuro e lasostanzagrigianel nato a
termine; mentre in caso di danno anossico grave e
prolungato & possibile osservare un danno dellasostanza
grigiaanchenel prematuro e un danno diffuso con quadro
finale di encefal opatia multicistica nel nato atermine.

Patologia anossico-ischemica del prematuro

Si é calcolato che dal 5 a 15% del prematuri nati
sotto i 1500 g evidenzia successivamente deficit motori
inquadrati genericamente nelle paraisi cerebrali infantili,
mentre sempre nello stesso gruppo si rilevano piu
tardivamente deficit comportamentali o di apprendi-
mento in percentuali variabili dal 25 al 50% [4]. Il

principale substrato di tali disturbi neurologici &
costituito dalesioni encefaliche di natura vascolare.

Nella prematurita si possono riscontrare due
fondamentali e caratteristiche patologie del SNC
etichettabili come patologie di significato vascolare: @)
I’emorragia della matrice germinativa e b) la
leucomalacia periventricolare (LPV). Da un punto di
vistaeziopatogenetico tuttavia, mentreleemorragiedella
matrice germinale, pur dipendendo in buona misura
dall’intrinseca fragilita della struttura capillare della
matrice del prematuro, hanno genesi pluri-fattoriale, la
leucomal aciaperiventricolare il risultato di unadanno
anossi co-ischemico localizzato a livello della sostanza
bianca.

Come giaricordato in precedenza la sostanza bianca
del prematuro € particolarmente vulnerabile al danno
anossico che puo determinare lesioni variabili daampie
aree di necrosi apiccolelesioni gliotiche.

Contrariamente allaemorragiadellamatrice, laLPV
presenta un picco di incidenza attorno ala trentesima
settimana e non € direttamente correlabile con I’ eta
gestazionale.

Attualmente non esiste una teoria eziopatogenetica
unitaria, ma piuttosto si ritiene che possano intervenire
almeno trefattori, fortemente correlabili, che potrebbero
assieme o indipendentemente determinare il danno
anatomo-patol ogi co.

Il primofattore ériferibile allateoriache prevede una
diversadisposizione dei territori di confine arteriosi nel
pretermine, rispetto al nato termine. Tali territori
sarebbero dipendenti dai rami terminali delle arterie
ventriculopete e delle arterie ventriculofughe e si
troverebbero nel pretermine a livello delle regioni
periventricolari [6]. L’ anossiadiffusacomporterebbe nel
pretermine un danno selettivo nei territori di confine e
quindi delleregioni periventricolari. Inrealta, I' esistenza
di arterie ventriculofughe é stata recentemente messain
dubbio eil concetto di sofferenzanei territori di confine
sembra aver oggi perso quell’importanza che avevain
passato [7, 8].

Il secondo fattore é riferibile alla mancanza o
all’insufficiente vasoregolazione arteriosa presente nel
nato prematuro, che non sarebbe quindi in grado di
risponderein modo adeguato allapresenzadi un’ anossia
cerebrale [9].

Il terzo fattore & quello che attualmente suscita
maggiore interesse in ambito sia di ricerca di base che
di ricercaclinicaed eriferibileallaparticolareintrinseca
vulnerabilita della sostanza bianca del neonato. Recenti
studi di immunocitochimica hanno suggerito che le
cellule bersaglio dell’ evento anossico sarebbero gli
oligodendrociti immaturi, valeadirequellecelulegliali
giadifferenziate in oligodendrociti, ma ancoraincapaci
di produrre mielina. Queste cellule sarebbero
particolarmente sensibili all’ azione dei radicali liberi e
quindi particolarmente vulnerabili aseguito di un evento
anossico [10].



Nellafaseiniziale del danno daPVL I'ecografiaéin
generel’ unicatecnicautilizzabile. 1| neonato prematuro
con danno anossico ein genere un neonato difficilmente
trasportabile e non pud essere alontanato dala culla.
L’ ecografiadimostrain fase acutala presenzadi | esioni
iperecogene periventricolari, grossolanamente
simmetriche, con prevalenza a livello delle regioni
peritrigonali [4]. Lasensibilitadell’ ecografianellafase
acutaétuttaviascarsa, € stato dimostrato chefino a 70%
di casi con alterazioni della sostanza bianca di origine
i possico-ischemica possono sfuggire all’ indagine
ecografica [11]. D’altro canto aspetti di sfumata
iperecogenicita periventricolare sono estremamente
comuni anche in neonati prematuri senza acun danno
anossico determinando un el evato numero di potenziali
falsi positivi [12, 13]. Ladiagnosi in fase acutadi LPV
deve quindi essere sempre attentamente verificata nel
tempo. Dopo un periodo variabile da2 a 6 settimane, in
seno ai focolai iperecogeni compaiono le caratteristiche
cisti anecogene che tendono progressivamente a
confluire fraloro e quindi con i ventricoli laterali [14].
La distruzione anossica della sostanza bianca
periventricolare ne determina un assottigliamento con
conseguente caratteristica deformazione del profilo
ventricolare, ben dimostrabileanche dopo 1-2 mesi dalla
fase iniziale. La de Vries et al. [15] ha proposto un
semplice sistema di grading delle LPV mediante
ecografia:

- grado I: aree di iperecogenicita periventricolare
presenti per piu di 7 giorni;

- grado |I: aree di iperecogenicita periventricolare
che evolvono in piccole cisti a sede frontoparietal e

- grado Ill: aree di iperecogenicita periventricolare
che evolvono in grossolane cisti periventricolari a
sviluppo sia frontoparietale che occipitale.

Nel caso sia possibile eseguire |o studio RM in fase
relativamente precoce, puo essere osservato un diffuso
edema perilesionale che si pud desumere da un relativo
incremento dellafisiologicaiperintensitadi segnaledella
sostanza bianca periventricolare non mielinizzata, con
seguenze spin-echo o spin-echo veloci T2 dipendenti, e
della ipointensita di segnale nelle sequenze spin-echo
T1 dipendenti. In questa fase, con sequenze
convenzionali, & pressoché impossibile distinguere
I’edemadalle lesioni ischemiche della sostanza bianca

Vi sono perd dei risultati preliminari che
dimostrerebbero una buona sensibilita delle immagini
dipendenti dalladiffusione, in grado di differenziarenella
fase acuta le lesioni ischemiche della sostanza bianca
dall’edema 16].

A pochi giorni di distanzadall’ evento anossico laRM
eingrado di dimostrare, semprein corrispondenzadella
sostanza bianca periventricolare, piccole alterazioni
nodulari caratterizzate da segnale iperintenso nella
sequenza spin-echo T1 dipendente e da segnale iso-
ipointenso in quella spin-echo o spin-echo veloce T2-
dipendente [17, 18]. Per un miglior contrasto con il
segnale della sostanza bianca non mielinizzata tali
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alterazioni risultano di piu facile individuazione nella
sequenza spin-echo T1-dipendente: € questa quindi
I" acquisizione da eseguire primadi ogni atra (Fig. 1a).
Tali alterazioni possono essere presenti assieme alle
alterazioni cistiche oppure essereisolate, in quest’ ultimo
caso I'ecografia spesso risulta del tutto normale o
dimostra solo transitorie iperecogenicita. Seguite nel
tempo queste alterazioni si associano comunque ad un
assottigliamento della sostanza bianca periventricolare
[17]: non si hanno tuttavia ancora sufficienti dati clinici
per stabilirnelarealeimportanzaprognostica. Anche per
guanto riguarda la base isto-patologica di questi reperti
RM non esistono dati definitivi: I'ipotesi maggiormente
accreditata & che siano correlabili ala presenza di
accumuli di macrofagi accorsi nella sede del danno
anossico; lapresenzadi un aumento focale delladensita
cellulare nel contesto della sostanza bianca non
mielinizzata e ricca in acqua del neonato pretermine
sarebbe sufficiente a determinare una relativa
iperintensita nelle sequenze SE T1 dipendenti e
un’ipointensitadi segnale nelle sequenze T2-dipendenti
[18].

La RM dimostra poi facilmente le cisti peri-
ventricolari: queste non sono atro che cavitamalaciche
con segnalesimil-liquorale, destinate aconfluirefraloro
equindi nel ventricoli laterali (Fig. 1b). LaRM definisce
con maggiore accuratezza dell’ ecografia la sede e
I’estensione di queste cisti e, gia nella fase subacuta,
puo stabilire un bilancio prognostico piu accurato [1].

Nei controlli a distanza, quando |la sostanza bianca
dell’encefalo & completamente mielinizzata, per la
visualizzazione degli esiti non malacici a livello
periventricolare, risultano piu utili e sequenze spin-echo
dipendenti dalla densita protonica e soprattutto le
sequenze FLAIR, considerata la contiguita dei focolai
conil liquor dei ventricoli laterali. In questafaserisultano
particolarmente utili anche le sezioni sagittali spin-echo
T1 dipendenti, per la valutazione dell’ eventuale
assottigliamento del corpo calloso [19].

Si sottolinea che in fase cronica o di danno
stabilizzato, la RM é molto piu accurata dell’ ecografia
nel definire I’entita del danno a carico della sostanza
bianca periventricolare, non solo per I’evidente
assottigliamento, maanche per lapresenzadi alterazioni
di segnale, di verosimile significato gliotico, nella
sostanza bianca residua (Fig. 1c), ben visibili con
sequenze FLAIR. Quandoil danno anossico élimitato e
laperditadi sostanzabiancaémodesta, risultaprevalente
I alterazione di segnale periventricolare. Il riscontro di
tali reperti nel giovane o nell’ adulto, in assenza di dati
anamnestici precisi, pud porre problemi diagnostici
differenziali con altre patologie della sostanza bianca,
in particolare con la sclerosi multipla. In queste
situazioni, pud essere di aiuto il riconoscimento, nelle
sezioni sagittali, del caratteristico assottigliamento del
corpo calloso conseguente allaperditadi sostanzabianca
(da non confondere con ipo-agenesie parziali, di tipo
malformativo).
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Fig. 1. - Anossia del pretermine (leucomalacia periventricolare, LPV). a) esame eseguito in fase subacuta stabilizzata
disturbato da alcuni artefatti da movimento: € tuttavia possibile evidenziare nellaimmagine T1 dipendente delle aree di
iperintensivita periventricolare bilaterale; b) esame eseguito in fase subacuta-cronica. L'immagine T1 dipendente dimostra
multiple alterazioni cistiche parzialmente confluenti fra loro e con i ventricoli; c) esame eseguito a 15 mesi. L'immagine
T2 dipendente dimostra un ampliamento dei ventricoli laterali associato a un netta riduzione di spessore della sostanza
bianca periventricolare. La sostanza bianca residua evidenzia inoltre una diffusa alterazione di segnale.

Patologia anossico-ischemica del nato atermine

Per quanto riguardai bambini nati atermine, si stima
che circa 2-4/1000 soffrano di asfissialegata a parto e
che di questi dal 15 a 20% muoiano duranteil periodo
neonatale. Dei pazienti sopravvissuti circal/4 evidenzia
deficit neurologici permanenti [4].

Seppur relativamente meno frequente che nel nato
pretermine, anche nel nato a termine la patologia
anossi co-ischemica rappresenta uno dei principali
problemi neurologici nel neonato.

Diversamente da quanto accade per il neonato
pretermine, nel nato atermine lo studio RM pud essere
condotto anche in fase acuta. Infatti anche in presenza
di unagrave encefal opatiaanossi co-ischemicail quadro
tendeastabilizzarsi eamigliorare dopo laterzagiornata
di vita. Nellamaggior partedei casi quindi apartiredalla
seconda, terzagiornatail bambino pud essere sottoposto
all’esame RM.

LaRM presenta una sensibilita nettamente superiore
allaecografianell’ evidenziare sialesioni anossiche dif-
fuse chelesioni infartuali. In presenzadi dubbialesione



anossica o infartuale la RM risulta di conseguenza la
tecnica di prima sceltain particolare se possono essere
utilizzatetecnichedi diffusione. Cosi comenel caso della
leucomal aciaperiventricolare, leimmagini pesatein dif-
fusione possono, infatti, identificare e delimitare dal-
I’edema perilesionale la lesione ischemica anche a po-
che ore di distanza dall’ evento anossico.

Daun punto di vista eziopatogenetico, il parto ed in
particolare il periodo del travaglio e la fase espulsiva
terminale sono eventi potenzialmente correlabili ad un
danno anossico diffuso cerebrale del neonato. Si ritiene
tuttaviachein unaparte di queste situazioni patologiche
le cause siano in realta daricercare in eventi precedenti
o immediatamente precedenti il parto, ancora oggi
difficilmente documentabili con le comuni tecniche di
monitoraggio quali ecografia e tracciato cardioto-
cografico chevalutalafrequenzacardiacafeta e assieme
allecontrazioni uterine. E' dimostrato datempo che non
tutte le cellule del sistema nervoso hanno la medesima
sensibilitdal danno anossico: ad esempio, chei neuroni
ippocampali sono probabilmentei piti sensibili a danno
anossico rispetto alle cellule nervose in atre sedi, sia
nell’ adulto che nel neonato di qualche mese. In atre
parole, nel corso di un'anossia generalizzata i neuroni
dell’ippocampo saranno i primi ad essere messi fuori
uso e successivamente ad essere eliminati. Nel neonato
gueste differenze di sensibilita a danno ipossico dei
neuroni cerebrali, sono ancora piu rilevanti. Si é
precedentemente visto come, nel caso dellaL PV del nato
pretermine, siano gli oligodendrociti immaturi ancora
pit degli stessi neuroni arisentire dell’ anossia, daqui il
danno selettivo dellasostanzabianca. Viceversa, nel nato
atermine, sono alcune zone della corteccia cerebrale e
dei nuclel della base, dove i neuroni dimostrano una
maggior richiesta energetica che evidenziano una
maggior sensibilitdal danno anossico, unitamenteazone
di sostanza bianca ad essi correlate, dove pure
verosimilmente vi € un maggior consumo di energia
dovuto al processo di mielinogenesi [5].

Nel nato aterminele sofferenze anossi co-ischemiche,
a seguito di varie cause, possono dare sostanzialmente
luogo atretipi di danno alivello del tessuto cerebrale:
lesioni selettive, lesioni parasagittali e malattia
multicistica[1, 20].

Lesioni selettive

Sono caratterizzate da un coinvolgimento dei nuclei
ventro-postero-laterali del talamo, della parte postero-
laterale dei nuclei lenticolari, dell’ippocampo e para-
ippocampo, della corteccia sensitivo-motoria e della
cortecciauditivaprimaria. Si ritienechetali lesioni siano
espressionedi unaanossiagrave, malimitatanel tempo.

La possibilitad di individuare ischemie cerebrali
selettive e prerogativa della RM. Le alterazioni sono
visibili anchein fase acuta, quanto meno entro 3-4 giorni
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dalla nascita. Esse presentano una caratteristica
iperintensita nella sequenza T1 dipendente, particolar-
mente marcataalivello dei nuclel ventro-postero-laterali
(VPL) talamici e della parte postero-laterale dei nuclei
lenticolari [21]. Normalmente |’ iperintensita di segnale
nella sequenza spin-echo T1 dipendente dei VPL a
seguito del danno anossico pud essere differenziatadalla
tenueiperintensitadi segnaleriscontrabilein condizioni
fisiologichein queste stesse sedi, mariferibiled processo
di mielinizzazione, perché piu marcata(Fig. 2¢). Inoltre
nell’anossico s riscontra una relativa minor evidenza
della normale iperintensita del braccio posteriore della
capsulainterna. Tali anomal eiperintensitanelle sequenze
T1 dipendenti possono essere rilevate anche a livello
dellacortecciasensitivo-motoria, dellacortecciauditiva,
nonché in corrispondenza delle regioni ippocampali e
paraippocampali.

Con la sequenza spin-echo o spin-echo veloce T2
dipendente, |le alterazioni sono meno caratteristiche e di
piu difficile valutazione: nella fase acuta prevale una
relativa iperintensita di segnale in corrispondenza di
talami e dei nuclei lenticolari, che pud rapidamente
trasformarsi in ipointensita soprattutto a livello della
porzione postero-laterale dei nuclei lenticolari.

Cosi comeper laLPV, non éancoradel tutto chiaroa
cosa corrispondano sia le aterazioni iperintense nella
sequenzaspin-echo T1 dipendente, siaquelleipointense
in sequenze T2 dipendenti. Uno dei motivi potrebbe
essere quelloinvocato per le LPV, cioé unaumento della
densitacellulare per presenzadi macrofagi o dtrecellule
in corrispondenza dei focolai ischemici [18]; in
alternativa tale alterazione di segnale pud essere in
rapporto allapresenzadi calcificazioni che, come énoto
per atresituazioni patologiche, possono determinare un
effetto paradosso sulle sequenze T1 dipendenti con
accorciamento marcato del tempo di rilassamento T1.
Unadelle possibili reazioni neuropatologiche a danno
anossico einfatti rappresentata dallaformazione, anche
in tempi brevi, di depositi di calcio.

Recenti esperienze hanno dimostrato chele sequenze
pesate in diffusione consentono un piu precoce
rilevamento della aree di sofferenza anossica cerebrali,
in particolare per quelle localizzate a livello
sottocorticale, difficilmente valutabili in fase acuta con
tecniche RM convezionali o con atre metodiche (Fig.
2a,b). Robertson et al. [22] hanno potuto studiare
mediante diffusione e tecniche convenzionali 12 neonati
con sofferenzaanossicamoderata-severaallanascita. Le
immagini pesate in diffusione hanno potuto identificare
alterazioni sottocorticali e profonde prima che queste
fossero visibili con tecniche tradizionali anche sevi era
una sottostima dell’ estensione finale dellalesione. Una
spiegazione per la sottostima delle immagini pesate in
diffusione nella fase acuta del danno potrebbe essere
fornita dai processi di morte cellulare ritardata per
apoptosi che vengono innescati dal danno anossico e
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verso i quali si rivolgono in particolare le moderne
terapie. Risulta quindi evidente I'importanza di questa
nuova tecnica diagnostica anche nel monitoraggio
dell’ efficacia di nuove terapie neuroprotettive.

Anche nel nato atermine, lasofferenzaischemicadel
cervello e causa, oltre che della rapida formazione di
depositi di calcio, di una risposta gliale attenuata con
rapido instaurarsi di focolai malacici, sia alivello dei
nuclel della base che in sede sottocorticale.

In fase stabilizzata o cronica, le ischemie cerebrali
selettive presentano un pattern cosi tipico che e facil-
mente riconoscibile anche ad anni di distanza: i talami
sono ipotrofici e, nelle sequenze spin-echo T2 dipen-
denti, si associa una persistente e tenue iperintensita di
segnale in corrispondenza dellaregione dei nuclel VPL
(Fig. 2d). Inoltre sono evidenti sfumate iperintensita di
segnaleanchealivello dellaparte posteriore ddl putamen.
Permane una iperintensita anche in corrispondenza del
fascio cortico-spinale, riconoscibile sino nella sostanza
bianca sottocorticale (Fig. 2€). La corteccia pre e post-
rolandicaéassottigliata o in alcune parti apparentemen-
te interrotta (ulegiria); tali reperti possono estendersi,
anteriormente, alla circonvoluzione frontale superiore.
L’ aterazionedi segnaledellasostanzabianca, rilevabile
con RM, non pud correlarsi con una mancata
mielinizzazione quanto piuttosto con un processo di di-
struzione selettiva di sostanza bianca, in parte gia
mielinizzata alla nascita.

Cosi come nella LPV, la porzione di corpo calloso
corrispondente alle aree di distruzione di sostanzabian-
ca appare nettamente assottigliata, reperto che é ben
valutabile in proiezione sagittale.

Lealterazioni selettive encefalicherilevabili con RM
sono atamente caratteristiche sia per quanto riguardail
segnale che la sede, per cui in genere non vi sono so-
stanziali problemi di diagnos differenziale. Tuttavia,
alcune malattie metaboliche e infettive del sistema ner-
Voso centrale possono talvolta determinare reperti RM
che possono porre dei dubbi interpretativi, qualoranon
siano ben noti il contesto clinico ed i dati anamnestici

La malattia di Krabbe presenta alterazioni focali
cortico-sottocorticali rolandiche, che possono ricordare
le anossie del neonato; tuttavia queste non sono mai cosi
evidenti come negli esiti di anossia. Inoltre nellamalat-
tiadi Krabbenon edi solito rilevabile un coinvolgimento
dei talami.

Anche gli esiti di unagraveinfezione perinatale pos-
sono talvoltamimare unaencefal opatiamulticisticapost-
anossica. Si ricordano, in questo senso, ledue principali
infezioni contratte dal neonato attraversando il canale
del parto: I'encefalite herpetica e la meningite o
meningo-encefalite batterica neonatal e. Questetemibili
infezioni possono infatti causare, attraverso una “me-
diazione” vascolare, un danno cerebrale cosi diffuso da
essere potenzialmente confuso con una encefalopatia
multicistica. In questi casi tuttavia il quadro clinico

radicalmente differente da quello di una encefalopatia
anossi co-ischemica.

Ischemie selettive e lesioni parasagittali

Alle ischemie selettive sopradescritte, possono as-
sociarsi piu lesioni cortico-sottocorticali localizzate nei
territori vascolari di confine, preminentemente alivello
parasagittale nel lobi frontale e parietale. Raramente le
ischemie parasagittali possono essere isolate. Nella ge-
nesi dellelesioni parasagittali i ritieneimportante !’ in-
staurarsi di una marcata ipotensione arteriosa, con
drastica riduzione dell’ apporto ematico nei territori di
confine.

| focolai ischemici sonolocalizzati tipicamentein sede
cortico-sottocorticale parasagittale, alivello dei lobi fron-
tai e parietali, e si presentano con caratteristiche di se-
gnaesimili aleischemie corticali presenti nellelesioni
sdlettive. Infase stabilizzatao cronicas riscontranonelle
stesse sedi alterazioni di tipo ulegirico, caratterizzate da
un marcato assottigliamento della corteccia anche con
aspetti di apparente interruzione.

Encefal opatia multicistica

In questo caso, per gravi e prolungate anossie cere-
brali, si realizza un coinvolgimento diffuso e non
selettivo delle strutture sovratentoriali, con risparmio
unicamentedel bulbo, di partedel ponte, del mesencefalo
e del cervelletto.

Quando il danno anossico oltre che profondo € anche
sufficientemente prolungato nel tempo vengono coinvolti
non solo i neuroni pit sensibili al danno anossico, male
lesioni riguardano virtualmente tutti i neuroni del
telencefalo e del diencefalo. Il quadro risultante é
drammatico con riscontro, in fase acuta, di edema
cerebrale diffuso, caratterizzato da diffusa alterazione
di segnale della sostanza bianca - iperintensa nella
sequenzaspin-echo T2 dipendenti eipointensain quelle
T1 dipendenti - e da un diffuso coinvolgimento della
corteccia e dei nuclei della base. In particolare si
dimostrano delle alterazioni iperintense nella sequenza
T1-dipendente nella profondita dei solchi, e dei nuclei
della base. Nella sequenza spin-echo T2-dipendente i
nuclei della base dopo una iniziale transitoria
iperintensita dimostrano una progressiva marcata
ipointensitadi segnale, dapossibileaccumulo siadi ferro
che di calcio. Rapidamente si realizzano alterazioni
cistiche, a segnale simil-liquorale nelle varie sequenze,
che coinvolgono diffusamente siai nuclei dellabase che
la sostanza bianca, determinando una repentina
involuzione atrofica degli emisferi cerebrali. Tale
processo é cosi clamoroso e rapido da associarsi
frequentemente ad igromi o ematomi sottodurali
bilaterali rispettivamente per fenomeni di vacuumo per
stiramento eccessivo e rottura delle vene a ponte.
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Fig. 2. - Anossia in nato a termine. a, b) fase acuta (prime 72 ore): a) sequenza T1 dipendente; b) sequenza
dipendente dalla diffusione. Nella immagine T1 dipendente si osserva unicamente un diffuso edema senza evidenti
alterazioni di segnale; nella immagine dipendente dalla diffusione le aree a segnale elevato (ad eccezione del corpo
calloso per la presenza di gradiente unicamente in direzione z) rappresentano delle zone a restrizione della diffusione,
in altri termini, delle aree di sofferenza parenchimale acuta secondaria al danno anossico. ¢) fase subacuta cronica:
l'immagine T1 dipendente ben evidenzia le classiche alterazioni ipertense a carico dei nuclei della base bilateralmente.
d, e) fase cronica: al termine del processo di mielinizzazione risultano evidenti nelle immagini T2 dipendenti gli esiti
delle lesioni anossiche perinatali come alterazioni iperintense in corrispondenza di entrambi i talami (d) (che appaiono
anche ipotrofici) ed in sede sottocorticale rolandica bilateralmente (e).
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Leunichestrutture preservate dal danno anossico sono
il bulbo, il tegmento pontino e mesencefalico e parte del
cervelletto.

Lesioni ischemiche focali

Nelle prime 24-72 ore di vita, nel nato atermine, non
sono ddl tutto infrequenti infarti cerebrali arterios. Nella
maggioranza dei casi la causa dell’ occlusione arteriosa
rimane ignota; fra le cause accertate quella di maggior
rilievo e costituita da difetti della coagulazione [4].

Sempre in fase perinatale, ma con apparente uguae
incidenzaper prematuri e nati atermine, érelativamente
elevato il rischio di trombosi venose endocraniche con
conseguente possibilitadi infarti cerebrali venosi.

Anche per questi infarti I’ etiopatogenesi rimane per
lo pitlignota, maquando viene accertata é quasi sempre
dariferirsi adisturbi della coagulazione.

La RM é piu sensibile della ecografia nella
valutazione degli infarti arteriosi in fase acuta, in
particolare per quanto riguarda quelli localizzati al
vertice, dove per lacontiguitacon lafontanellaanteriore
risulta spesso impossi bile una soddi sfacente val utazione
tramite ultrasuoni.

All'esameRM, ndllalesioneinfartual e arteriosaacuta,
a seguito del relativo edema corticale, si dimostra un
caratteristico appianamento dei solchi corticali interessati
elascomparsadel normale contrasto trasostanzagrigia
e sostanza hianca dovuta ad una relativa iperintensita
T2 dipendente (Fig. 3) ed ipointensita T1 dipendente
della corteccia infartuata. In atri termini la possibilita
di identificarelalesioneinfartualein fase acutaédovuta
allaprecoce modificazione di segnaledellacortecciache
larende differenziabile dalla corteccia sana. Cosi come
per le lesioni diffuse anche nel sospetto di lesioni
ischemiche focali la tecnica di prima scelta nella fase
acutadel danno e tuttaviarappresentatadalladiffusione
[1]. Primadellapositivitadelle tecniche di acquisizione
tradizionale le immagini dipendenti dalla diffusione
dimostrano una importante restrizione della diffusione
nell’area infartuale corrispondente ad un aumento di
segnale. L’ area infartuale dimostra una netta riduzione
del coefficiente apparente di diffusione con una
corrispondente nettariduzione di segnale nellaimmagine
rappresentativa dell’ ADC.

Negli infarti arteriosi del neonato frequentemente si
osservano delle componenti emorragiche, anchein fase
acuta. Cosi come le alterazioni cerebrali anossiche
diffuse, anchegli infarti arteriosi evolvono rapidamente
in focolai malacici.

Gli infarti venos sono caratterizzati, comenell’ adulto,
daunaimportante componente emorragicagiaevidente
in fase acuta; molto spesso vengono confusi con
emorragie cerebrali. La trombosi venosa piu tipica €
quella profonda delle vene cerebrali interne, con

Fig. 3. - Infarto arterioso neonatale. Fase acuta (prime

48 ore). Nella immagine T2 si osserva in corrisponden-

za della regione rolandica e parietale sinistra (la destra

nellimmagine) una sorta di “cancellazione” della norma-

le immagine ipointensa della corteccia. Tale particolare

aspetto e conseguente alla relativa transitoria iperintensita
della corteccia infartuata.

conseguenti infarcimenti emorragici talamici e capsulo-
lenticolari. In questi casi pud essere utile eseguire un
angio-RM, meglio con tecnicain contrasto di fase per la
presenza di metemoglobina intraparenchimale, per
documentare |’ occlusione venosa.

Lavoro presentato su invito.
Accettato il 19 luglio 2001.
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Ruolo del potenziali evocati nell’ encefalopatia
Ipossico-ischemica neonatale: revisione della letteratura
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Universita degli Sudi, Padova

Riassunto. - | risultati degli studi sul ruolo dei potenziali evocati (PE) nell’ encefal opatiaipossico-ischemica
neonatale, uniti alla semplicita di esecuzione, ne incoraggiano |’ applicazione nei reparti di terapia intensiva
neonatale. Nel neonato a termine potenziali evocati visivi (PEV) e potenziali evocati somestesici (PES) in
associazione sono la metodica di scelta per la prognosi neuropsichica a distanza, soprattutto utili nel casi di
encefalopatiadi grado moderato; nel pretermine sono complementari all’ ecografiacerebrale, utili nellefas
precoci quando lelesioni ecografiche sono ancorain evoluzione. | brainstemauditory evoked potentials (BAEP)
sono lametodicadi sceltaper I’ identificazione precoce dell’ ipoacusia neurosensorial e che necessitadi interven-
to. PEV e BAEP sono allabase della prognosi visiva e uditiva alungo termine. Sono auspicabili studi volti alla
definizione del ruolo dei PE nella selezione ed il monitoraggio dei casi da sottoporre aterapie neuroprotettive.

Parole chiave: potenziali evocati, neonato, asfissia.

Summary (Evoked potentials in neonatal hypoxic-ischaemic encephalopathy: review of the literature). -
Results of the studies on evoked potentials (EP) in heonates with hypoxic-ischaemic encephalopathy and their
technical feasibility support extensive application in neonatal intensive care units. The combined application of
visual evoked potentials (VEP) and somestesic evoked potentials (SEP) is the method of choice for
neurodevelopmental prognostication in full-term neonate; especially useful in cases with moderate encepha-
lopathy; in preterm neonates EP are complementary to head ultrasound scans, particularly early on when the
findings are in the process of evolution. Brainstem auditory evoked potentials (BAEP) are the technique of
choice for early identification of sensorineural hearing loss necessitating intervention. Long term prognosis on
vision and audition is based on VEP and BAEP. Studies devoted to definition of the role of EP in selection of
babies and monitoring neuroprotective intervention are warranted.

Key words: evoked potentials, new-born, asphyxia.

Introduzione

Le conseguenze dell’ asfissia perinatale variano dal
decesso a vari gradi di deficit sensoriale, motorio e
cognitivo.

Dallarevisione della letteratura degli ultimi 20 anni
risulta I’ utilita dei potenziali evocati nel coadiuvare la
formulazionedi unaprognosi neurologicae sensorialea
distanza, giaprimadelladimissionedai reparti di terapia
intensiva neonatale. Cio € di estrema importanza per
programmare tempestivamente il tipo di monitoraggio
e gli interventi terapeutico-riabilitativi.

Dagli studi sperimentali ed anatomo-patol ogici
emerge chelevievisiva, uditiva e somestesica attraver-
sano strutture selettivamente sensibili all’insulto
ipossico-ischemico: nellanecrosi neuronale selettiva vi
eun interessamento particolare dellacortecciacal carina,
del giro post-centrale, dei corpi genicolati laterali, dei
collicoli inferiori del mesencefalo e dei nuclei cocleari;
nella leucomalacia periventricolare sono coinvolte
particolarmente le radiazioni visive ed uditive [1].

| potenziali evocati (PE) visivi, uditivi e somestesici
esplorano il funzionamento delle rispettive vie afferenti
alla corteccia: le modificazioni di latenza, ampiezza e
morfologia delle risposte possono essere quantificate e
confrontate con le risposte normali per |’ eta e correlate
con I'entita dell’ asfissia, valutata in base ai parametri
clinici, metabolici e neuroradiologici.

Per tali motivi il ruolo di queste metodiche nella
valutazione della estensione del danno neuronale e nel
monitoraggio della sua evoluzione e dell’ eventuale
recupero e stato estesamente studiato nel neonato
asfittico e pit in generale ad alto rischio.

| risultati dei primi studi, apartiredagli anni’ 70 hanno
fornito risultati spesso contraddittori, che erano peraltro
gravati da specifiche problematiche metodol ogiche. Per
guanto riguarda le tecniche di stimolazione e
registrazione, queste erano quelle derivate dall’ adulto e
non tenevano conto dell’immaturita neurologica e
recettoriale dell’ epoca neonatale, inoltre erano ancora
scarse le conoscenze sulle caratteristiche della risposta
normale alle diverse eta concezionali. Per quanto
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riguardale casistiche, i pazienti non erano selezionati in
base a specifici parametri suggestivi di asfissia ma per
lo piuin base ad un generico rischio neurologico, o non
veniva operata una suddivisione frai neonati atermine
e quelli pretermine, e in molti studi i PE non venivano
eseguiti precocemente, ossiaentro laprimasettimanadi
vita

Gli studi pit recenti hanno superato ed in gran parte
risolto tali problematiche mettendo a fuoco il ruolo
importante dei PE nella prognosi visiva uditiva e
neurologica del neonato affetto da encefalopatia
ipossico-ischemica (Ell), etali risultati sono particolar-
menteincoraggianti in particolare nel neonato atermine.

Questa rassegna illustra i dati della letteratura
sull’ applicazione dei potenziali evocati nelle modalita
visiva uditiva e somestesica nel neonato affetto da Ell
distinguendo le applicazioni ormai consolidate daquelle
ancora dibattute per la discordanza dei risultati. Si
propone inoltre di individuare i tempi e le modalita
ottimali di esecuzionede potenziali evocati multimodali.

Studi sul ruolo dei potenziali evocati uditivi
del tronco cerebrale
(brainstem auditory evoked potentials-BAEP)

I BAEP sono una metodica elettrofisiologica che
consentedi documentareil funzionamento delle strutture
del sistemauditivo dallacocleaal collicoloinferiore del
mesencefal o, indipendentemente dalla collaborazione e
dallo stato di vigilanza. Sono percio particolarmente
adatte a val utare precocemente la presenza di ipoacusia
neurosensorialeedi disfunzioni del tronco cerebralendla
porzione attraversata dalla via uditiva centrale
dall’emergenza dell’ VIII nervo cranico in corrispon-
denza della giunzione bulbo-pontina fino al collicolo
inferiore del mesencefalo. Per I'impiego neurologico
della metodica € necessaria I'integrita uditiva, per
I’impiego audiologico & necessarial’integrita dellavia
acustica centrale dove hanno sede i generatori dellaV
onda, sull’identificazione dellaquale alle basseintensita
s basa la determinazione della soglia uditiva.

Alterazioni dei BAEP nel neonato affetto da Ell s
possono osservare sia per una sofferenza della coclea,
siaper lasuscettibilita all’ipossia delle strutture uditive
centrali (nuclei cocleari e olivari superiori, collicoli
inferiori del mesencefalo [2]).

Gli studi istopatologici suggeriscono che il tronco
cerebrale & vulnerabile all’ipossia [3], in particolare
vengono segnalati perdita di cellule con gliosi e segni
di sofferenzaischemicanei nuclei cocleari.

Il ruolo dei BAEP nella prognosi audiologica e
neurologica é ben documentato nei neonati ricoverati
nelle unita di terapia intensiva neonatale (UTIN),
purtroppo la maggioranza degli studi si riferisce a
casistiche genericamente ad alto rischio in cui rientrano

anche, manon solo, neonati asfittici [4-8]. Lasofferenza
cocleare in tali soggetti € documentata molto piu
frequentemente di quelladellaviauditivacentrale. Sono
minori invece gli studi che valutano i BAEP in
popolazioni di neonati selezionati per asfissiaperinatale.

Il significato fisiopatologico e prognostico di
alterazioni delle componenti troncoencefaliche dei
BAEP é diverso nel neonato atermine e pretermine e a
seconda del tipo di alterazioni e della loro persistenza
nel tempo.

Alterazioni delle componenti centrali dei BAEP,
compromissionein ampiezza (valutabile conil rapporto
di ampiezza V/1) e del tempo di conduzione centrale
(valutato in base al’intervallo di latenza (IPL) 1-V),
osservate nel periodo neonatale sono potenzialmente
reversibili entro 3-4 settimane secondo al cuni autori [9]
entro 6 mesi-1 anno secondo altri [10].

Anomaliedelle componenti centrali dellarispostache
persistano oltre |’ etd neonatal e, con un pattern di impor-
tante compromissione in ampiezza (ampiezza V/1),
indicano, per lo pit una prognosi neurologica severa.

Gia negli anni '80 Hecox et al. [11] riportano
alterazioni centrali dei BAEP (15 % anomalie dell’ IPL
[-V, 17% ampiezza V/I) in un gruppo di 126 bambini
con pregressa asfissia ad esordio perinatale e nei primi
18 mesi di vita; dei 21 soggetti che presentavano
un’ alterazione del rapporto di ampiezzaV/I persistente,
13 avevano sofferto di asfissiaperinatale, di 4 s0n0
morti e gli altri presentano quadriplegia spastica ad un
follow up medio di 2 anni. Tali neonati erano atermine
ed i BAEP erano stati eseguiti frail 3° eil 14° giorno di
vita

Anche Stockard et al. [9] hanno osservato che le
alterazioni centrali dei BAEPS, con pattern di assenza o
importante decremento di ampiezza delle componenti
centrali, tende a persistere e si associa ad una prognosi
severa con pesanti sequele neurologiche o decesso.

Jiang et al. [10] in uno studio sulla maturazione dei
BAEPs dopo asfissia perinatale hanno osservato che
alterazioni di ampiezzadellaV ondaallanascita, valutata
con criteri meno severi rispetto a Stockard ed Hecox,
sono piu frequenti in neonati con asfissia severa e che
tali alterazioni persistono dopo un annoin circalameta
dei pazienti, negli altri vi € un miglioramento con
tendenza a restare ai valori inferiori della norma.
Sfortunatamente in tale lavoro non viene valutato il
significato prognostico, il riscontro di tali aterazioni
impone un monitoraggio.

Dal punto di vista metodologico va rilevato che in
particolare in eta neonatale, il rapporto d’ ampiezza V/I
pud essere ridotto anche per elevate intensita di
stimolazione che aumentano |'ampiezza del | picco
rispetto aquelladel V e dafiltri per le basse frequenze
troppo ati che riducono |I'ampiezza del V picco, percio
per una corretta valutazione si devono tenere sotto
controllo tali variabili.



A differenza di quanto sopra esposto, quando
I’ alterazione delle componenti centrali dei BAEP
concerneil tempo di conduzione centrale, nel neonato a
termine, un aumento transientedell’ |PL 1-V si riscontra
spesso ed € compatibile con unaprognosi abrevetermine
priva di sequele [12]. Alterazioni del tempo di condu-
zione centrale, nel neonato nato > 35 SG, sono state
associate da Jiang ad asfissia severa e tendono a
normalizzarsi intorno a sesto mese [10], tale aumento
transitorio degli IPL é stato attribuito ad ipertensione
endocranicadaedemacerebrae conseguenteal’ asfissia,
documentata con la tomografia assiale computerizzata
[13]; questa ipotesi sarebbe avvalorata anche dal
riscontro di normalizzazione dei BAEP dopo terapia
antiedemigena con glicerolo [14]. Quanto detto fa
riflettere anche sul possibileruolo dei potenziali evocati
oltre che nella prognosi anche nel monitoraggio
terapeutico e nel coadiuvare la comprensione di alcuni
meccanismi fisiopatologici.

Anormalitatransitorie dei BAEP, piu frequentemente
alivello del tempo di conduzione centrale, Si 0sservano
spesso nel neonato asfittico pretermine e tendono a
normalizzarsi al termine parallelamente ala normaliz-
zazione del quadro neurologico; in alcuni casi aterazioni
anche molto marcate possono associarsi ad uno sviluppo
neurol ogico normal e nonostante la persistenzadi BAEP
patologici [9, 15].

La recente osservazione che le anomalie transitorie
dell’'lPL 1-V dei BAEP nel periodo perinatale sono
frequentemente associate ad alterazioni neuromotorie
lievi ed intellettivein etaprescolare [16] escolare[17],
sembrerebbe riproporreil ruolo anche di tali alterazioni
nella prognosi neurologica del neonato asfittico.

In seguito a quanto detto va sottolineato che perchéi
BAEP siano utilizzabili afini prognostici hon ci si pud
limitare ad unasolaregistrazione nellafase acuta, infatti
risposte alterate devono essere ricontrollate nel  tempo
finché non si stabilizzano [18].

E' inoltreimportante sottolineare chelanormalitadei
BAEP non garantisce unaprognos neurologicanormale,
la presenza di falsi negativi emerge concordemente in
tutti gli studi ed é supportata dal riscontro che nelle
paralisi cerebrali infantili (PCI) raramente i BAEP
risultano alterati.

Tali dati possono trovare spiegazione nell’ipotesi che
lasededd dannoin questi pazienti potrebbe coinvolgere
preva entementelacortecciaoi gangli dellabase, oppure
chelametodicanon éingrado di cogliere, senonin casi
estremi, la sofferenza troncoencefalica

Quest’ ultima ipotesi sembrerebbe avvalorata da un
recente studio [19] in cui i BAEP vengono evocati da
stimoli costituiti datreni di impulsi pseudo-random in
sequenze binarie (maximum length sequence BAEP) che
permettono di utilizzare una elevata frequenza di
stimolazione andando a valutare |’ efficienza sinaptica
ed il periodo refrattario. Lo studio con tale metodica di
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neonati asfittici a termine, entro la prima settimana di
vita, documentaalterazioni in unapercentua e di neonati
piu elevata rispetto alla metodica tradizionale, tali
alterazioni sembrano correlare conlagravitadell’ asfissia
(Sarnat 2-3, acidosi metabolica con pH < 7,10, ipossia
ed ipercapnia), e sembrano risolversi in qualche
settimana. |1 significato di tali aterazioni non é ancora
chiaro mapotradelinearsi con studi di follow up amedio
elungo termine.

Fin dalla loro scopertai BAEP sono la metodica di
scelta per I'identificazione precoce di ipoacusia
neurosensoriale, attualmente vengono anche impiegate
a tale scopo le emissioni otoacustiche evocate da
transienti (EOA), metodica piu veloce ma gravata da
maggiori falsi positivi. Spesso i utilizzano protocolli in
duefasi che prevedono unainiziaevalutazione con EOA
seguita da BAEP nei neonati con test EOA patologico
[20].

L’ipoacusia moderata-grave si osserva nel 2-5% dei
neonati ad alto rischio, I'ipossia il piu importante dei
fattori perinatali responsabili di aterazioni di soglia
documentabili con i BAEP. L’ipossia pud danneggiare
infatti la coclea, € stato dimostrato che essa comporta
depressione del potenziale endococleare generato a
livello della scala media della coclea nell’ orecchio
interno [21]. Galambos ha osservato che solo i neonati
asfittici in cui era documentato ripetutamente un
pHO<[7,25 avevano una soglia elevata, percio essa
sarebbe piu propriamente imputabile all’ acidosi
conseguente al’ipossia[4].

Sembra esistere un periodo critico nel corso dello
sviluppo in cui la coclea & particolarmente vulnerabile
all’ipossia, tal e periodo € compreso fral’ epocaprenatale
edil terzo mesecircadi vitapost-natale[22]. Cio spiega
perché I'ipoacusia neurosensoriale € una complicanza
dell’ipossia perinatale manon di quellapost-natale[23].

L’ipoacusia neurosensoriale conseguente ad anossia
pud causare sia perdite uditive profonde, che perdite
moderate con reclutamento, dal punto di vista
metodologico sara percio importante |la scelta
dell’intensita di stimolo, si dovra considerare cioé la
necessitadi utilizzare anche stimoli ad intensita vicine
allasogliaacustica, perchélerisposte ad elevateintensita
potrebbero essere normali.

Stockard et al. [9] identificano due pattern di
alterazioni periferichedei BAEP, il primo consisteinun
aumento di latenza del | picco ed un innalzamento da
lieveamoderato dellasogliauditiva, denominato pattern
trasmissivo, generalmente transitorio ma associato ad
un maggior rischio di otiti ricorrenti nei primi mesi di
vita. |l secondo pattern é caratterizzato da marcato
aumento di soglia del | e V picco, e da una curva
intensita-latenza alterata, tale pattern pud essere
transitorio, evolvendo verso la normalizzazione o nel
pattern di primo tipo, e se persiste pud preludere ad
ipoacusia neurosensoriale.
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Un aspetto importante da considerare nell o screening
audiologico del neonato asfittico, &1’ eta pit opportuna
per eseguireil test. Si €, infatti, osservato che quando lo
screening audiol ogico mediante BAEPé effettuato prima
delladimissione dall’ UTIN lapercentuale di fallimenti
al test @ molto maggiore (10-20% secondo le casistiche)
di quando essa & eseguita dopo i primi tre mesi (2-5%)
[4-8, 17, 24]. Taleriscontro & probabil mente conseguente
al sovrapporsi di due ordini di fattori: la presenza
d'ipoacusiatrasmissivatransitoria, in alcuni casi favorita
dall’intubazione [25] e, particolarmente nel neonato
asfittico, una sofferenza transitoria della via acustica
centrale dove hanno sede i generatori dellaV onda[9],
sull’identificazionededlaqualealebasseintensitas basa
la determinazione della soglia uditiva

In conclusione: componenti centrali assenti o
marcatamente depresse sono predittive di sequele
neurologiche a lungo termine, alterazioni anche
transitorie dell’IPL |-V s associano ad uno sviluppo
neurologico normale nei primi anni di vita ma possono
predire deficit neurocognitivi in eta scolare, aterazioni
transitorie della soglia nell’immediato periodo post-
natale sono frequenti, spesso riflettono ipoacusia
trasmissiva e possono associarsi ad un maggior rischio
d’infezioni ricorrenti dell’ orecchio medio nella prima
infanzia. E’ piu opportuno percio effettuare |o screening
dell’ipoacusianeurosensorialedopoil primo mesedi vita
per evitare eccessivi falsi positivi.

Lasceltadel “timing” per |’ esecuzione dei BAEP an-
drapercio ponderatain basedl’ obiettivo daraggiungere.

Per |"identificazione dell’ipoacusia neurosensoriale
nel neonato asfittico saraopportuno eseguireil test dopo
il primo mese quando € meno gravato dafalsi positivi e
prima del sesto mese quando, per consentire il miglior
recupero del linguaggio, deve iniziare il trattamento
protesico-riabilitativo.

Per valutare il rischio neurologico andranno eseguiti
nel periodo perinatale, e ripetuti fino a stabilizzazione,
potendo cosi identificare le alterazioni transitorie,
predittive di sequele neurocognitive in eta scolare e le
alterazioni persistenti, predittive di prognos severa a
breve termine.

Studi sul ruolo dei potenziali evocati somestesici
(PES)

| PESriflettonoil funzionamento di struttureai diversi
livelli del sistema nervoso: nervo periferico, midollo
spinale, tronco cerebrale, talamo e corteccia cerebrale.

Nel neonato asfittico a termine sono elettivamente
coinvoltelacortecciaelasostanzabiancasotto-corticale
in sede parietale dove s trovano i generatori dei PES;
infatti, il pattern di alterazione piu frequente € I'insulto
parasagittale [26]. Nel neonato asfittico pretermine €

coinvoltalasostanzabianca periventricolare attraversata
dalle afferenze somestesiche talamo-corticali sede della
leucomalacia periventricolare.

Nonostante queste valide premesse, negli studi meno
recenti, problematiche quali |’ eterogeneita delle
casistiche (neonati con diversi fattori di rischio neuro-
logico, mancanza di suddivisione dei dati ottenuti nel
neonato a termine e pretermine) e |’ eterogeneita di
distanza fra |’ esecuzione dei PES rispetto all’insulto
anossi co-ischemico rendono difficile delineare il ruolo
diagnostico /prognostico dellametodica. Inoltrein epoca
neonatalelerisposte corticali risultavano troppo variabili
etaloraassenti anche nel neonato sano. Studi piu recenti
hanno evidenziato lanecessita di adattare le tecniche di
stimolazione eregistrazione all’ immaturita neurol ogica
e chiarito le caratteristiche della risposta normale alle
diverse eta aprendo la strada ale applicazioni cliniche
[27, 28].

Hrbek et al. [29] per primi hanno utilizzato i PES
insemea PEV nellavalutazione di 57 neonati asfitticCi
riscontrando PES alterati nei primi giorni di vitanel 65%
dei casi, mal’interpretazionedi tali dati édifficile perché
non sono riportati eta gestazionale, metodi e follow up.

Lutschg et al. [30] hanno riscontrato PES assenti alla
nascita in sei neonati affetti da leucomalacia
periventricolare che a tre mesi presentavano paralisi
cerebrale ed epilessia. Gorke et al. [31] hanno osservato
PES alterati in 19/73 neonati ad alto rischio con esame
neurol ogico patologico entro 10 mesi di vita. Majnemer
et al. [32] in 42 neonati affetti da asfissia, peso molto
basso e piccoli per etagestazional e (di cui 29 atermine),
studiati anche con BAEP, documentano una sensibilita
del 79% e specificita dell’ 88% nel predire lo sviluppo
psicomotorio a 12 mesi, mal’aggiunta dei BAEP, non
sembra migliorare il valore predittivo; interessante € il
riscontro di quadripares spasticanei quattro soggetti con
risposta corticale persistentemente assente e di lieve
ritardo nello sviluppo psicomotorio e anomalie del tono
muscolarein quattro neonati pretermine asfittici con PES
corticali di latenza aumentata in epoca neonatale
normalizzataadue mesi. Pierrat et al. [33], adifferenza
degli autori precedenti, hanno ristretto la valutazione a
33 neonati pretermine con leucomalaciaperiventricolare
cisticaed osservato chetultti i pazienti avevano un esame
neurologico aterato al follow up, indipendentemente dal
riscontro di PES normali o con aumento di latenzadella
N1, dimostrando cosi che, in tale sottopopolazione di
pazienti, i PES non aggiungono informazioni
prognostiche

I PES sono stati utilizzati con successo nella
valutazione diagnostica in epoca neonatale solo
recentemente, i risultati riflettono il miglioramento
metodologico, la selezione dei pazienti in base agli
indicatori di asfissiapiu accreditati el’ analis dei risultati
in base alla nascita a termine/pretermine.



Sudi nel neonato a termine

Numerosi studi in cinque diversi laboratori hanno
dimostratoil ruolo fondamental e dei PES nellaprognosi
neurologica del neonato atermine.

Williset al. [34] studiano i PES dal secondo mese di
vitain 10 soggetti nati atermine con precedente asfissia
perinatale: larispostarisultanormalein quattroin cui si
osserva uno sviluppo neuromotorio normale, ateratain
sei con PCI. Nonostante I’ ottimo ruolo prognostico dei
PES osservato in questo studio, mancano informazioni
sul lorovalore prognostico nellefasi precoci dell’ insulto
ipossico-ischemico. De Vries et al. [35] hanno
confrontato i risultati dei PES eseguiti in 34 neonati a
termine entro 24 ore di vita e ripetuti due volte la
settimana fino alla dimissione, con lo sviluppo
psicomotorio a9 e 18 mesi: tutti i pazienti con risposta
normalealla2° settimanadi vitaerano normali a follow
up, fra quelli con PES alterati, quando la risposta era
assenteil rischio di sequele neurologiche eradel 100%,
guando larisposta era presente madi latenza aumentata
eradedl 73%. Inoltrementre nei pazienti con encefal opatia
severa (grado 111 di Sarnat) e modesta (grado 1) la
prognosi poteva essere formulata anche in base a dato
clinico ed ecografico, nel casi con encefalopatiadi grado
Il la distinzione fra neonati con prognosi favorevole e
sfavorevol e poteva essere formulata solo sulla base dei
PES. Intalestudio si documentaanchel’ utilitadei PES;
nel discriminare i pazienti a rischio neurologico, fra
quelli con iperecogenicita transitorie documentate con
I’ ecografia transfontanellare. Gli stessi autori in uno
studio successivo [28] su 73 neonati hanno approfondito
il problema del momento migliore per eseguire i PES;
da tale studio risulta che gia entro le 24 ore di vita il
riscontro di PES normali garantisce unabuona prognosi
con una sensibilita del 94% (valore predittivo negativo
del 92,8%); unarispostaassente garanti sce unaprognosi
severa, mentre unarispostadi latenzaaumentataimpone
laripetizione dei PES nella seconda meta della prima
settimana di vita (valore predittivo positivo dal 65,3%
in prima giornata di vita al 91,8% prima della
dimissione). Gibson et al. [36] hanno registrato i PES
dal nervo mediano nei primi giorni di vita e valutato
I’ esame neurologico e lo sviluppo psicomotorio ad un
anno in 30 neonati. Dei 13 neonati con valutazione
neurologica e scala di sviluppo normale tutti avevano
PES normali dopo il quarto giorno di vita, dei sette
neonati con quadro neurologico alterato (4 paralisi
cerebrali e tre con distonie e basso score di sviluppo)
tutti avevano PES alterati, 10 neonati sono deceduti, tutti
presentavano PES assenti. Taylor et al. [37] invece, in
uno studio su 57 neonati a termine studiati anche con
PEV, hanno osservato che aterazioni dei PES nel primi
giorni di vitanon sono un segno prognostico negativo, e
che la presenza di PES normali o normalizzati entro la
primasettimanasi associaquasi costantemente con uno
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sviluppo normaleal follow up di 18-24 mesi (sensibilita
del 96%); dei 26 neonati con PES alterati al terminedella
1° settimana di vita 22 hanno dimostrato uno sviluppo
neuromotorio alterato, gli altri normale. Gli autori
sottolineano che la contemporanea esecuzione dei PEV
migliorasensibilmentelapredittivitd Harbord eWeston
[38] in uno studio di nove pazienti confermano |’ elevato
valoredei PES eseguiti nellaprimasettimanadi vita per
laprognosi neurologicaa9 e 36 mesi e nedimostrano la
superiorita rispetto all’EEG ed all’ecografia
transfontanellare.

Sudi nel neonato pretermine

Sono numerosi gli studi con potenziali evocati nei
neonati ad alto rischio. La difficolta di separare il
contributo dei divers fattori di rischiointae popolazione
e probabilmente responsabile dell’assenza di
pubblicazioni dedicate specificamente al ruolo dei PES
nel neonato asfittico.

Con i progressi nel campo dell’ ostetricia e della
neonatologia, d’atro canto, s assiste ad una riduzione
dei casi di asfissia nel neonato atermine e all’ aumento
dellasopravvivenzadel neonati preterminein cui Spesso
si riscontra anche un quadro di asfissia.

A differenza di quanto riportato per il neonato a
termine, laletteratura non € concorde sul ruolo dei PES
nel neonato pretermine. Va premesso che mentre nel
neonato aterminelasede pitiarischio di danno ipossico-
ischemico € localizzata in regioni di non facile
esplorazione con I’ ecografia transfontanellare (sede
cortico-sottocorticale parasagittale), invece nel neonato
pretermine le regioni piu coinvolte sono quelle
periventricolari, molto ben visualizzate con gli
ultrasuoni. Per tali ragioni il ruolo prognostico dei PES
e stato spesso confrontato, in tale popolazione, con il
ruolo dell’ ecografia cerebrale.

Klimak e Cooke [39] su 30 neonati pretermine con
anomalie ecografichedi vario grado hanno osservato una
buonacorrelazione con laprognosi in particolare nei test
eseguiti intorno alla40 SC: tutti quelli con PES normali
presentavano esame neurologico normale a 6-18 mesi
nonostante la presenza di anomalie ecografiche, tutti
quelli con PES alterati (aumento di latenzaN1) avevano
un esame neurol ogico alterato o unritardo nello sviluppo
psicomotorio, il valore predittivo positivo relativo a
paralisi cerebrale era 83%, le alterazioni ecografiche
erano in questo studio meno predittive dei PES. Lo stesso
gruppo ha successivamente studiato i PES dal nervo
tibiale posteriore in 50 neonati con alterazioni
ecografiche, dimostrando una sensibilita per paralisi
cerebrale del 77,4%, ed una specificita (assenza di
paralisi cerebrale) nel 94% sovrapponibile a quanto
riscontrato dagli stessi autori in precedenzacon PES dal
nervo mediano. La combinazione di ecografia di
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controllo e PES miglioravalapredittivita: quando vi era
concordanza fra PES normali e normalizzazione
ecografica si poteva prevedere una normalita
neuromotoriaa 3 anni nel 100% dei casi, quando vi era
unaconcordanzafraalterazioni dei PES ed ecografiaun
quadro neurologico alterato era correttamente previsto
nel 91% dei casi, in caso di discordanza erano piu
veritieri i PES [40]. Willis et al. [41] hanno studiato i
PES a due, quattro e sei mesi in 39 neonati pretermine
di peso molto basso con emorragia periventricolare
documentata ecograficamente: i 12 soggetti con PES
alterati (assenza unilaterale o aumento latenza N1),
presentavano dterazioni motoriea22 mesi di vita(valore
predittivo positivol00%), 19/36 soggetti con PES
normali a primo controllo erano normali & follow up
(valore predittivo negativo 53%) se la normalita
persisteva a controllo dei sei mesi il vaore predittivo
negativo raggiungeva I'86%. Non € chiaro in questo
studio il confronto fra il ruolo prognostico dei PES e
quello dell’ ecografia transfontanellare.

De Vries et al. [42] in 126 neonati pretermine di eta
gestazionale < 35 settimane osservano una sensibilita
del 44% per paralis cerebraleal8 mes ed unaspecificita
del 92%, I’ ecografiahaunasensibilitasuperiore (73,6%)
ed una specificitainferiore (83%). Quando lanormalita
dell’ ecografiaconcordacon quelladel PESlanormalita
neurologica si osserva in tutti i 35 neonati con peso
appropriato per eta gestazionale meno uno affetto da
distonia transiente, invece & frequente un aumento di
latenza dell’ N1 in neonati piccoli per eta gestazionale
clinicamente normali, con ecografia normale. Quando
sl associano anomalie dei PES con alterazioni importanti
dell’ ecografiail valore predittivo positivo arrivaa 100%.

Ekert et al. [43] in 88 neonati < 32 settimane
gestazionali privi di anomalie congenite ed infezioni pre
epost-natali documentano unasignificativaassociazione
fraalterazioni dei PES entro laterza settimanadi vitae
lapresenzadi leucomal aciaperiventricolare, mail potere
predittivo di paralisi cerebraleémigliore con |’ ecografia
(93%) che con i PES (69%). | PES si rivelano
complementari, in particolare se normali, suggerendo
una buona prognosi pur in presenza di alterazioni
ecografiche.

Pierrat et al. [44] dall’analisi di PES dal nervo
mediano e tibiale posteriore in 39 neonati < 37 SG,
confrontati con ecografie normali o con vari gradi di
leucomalaciao emorragiaperiventricolare, rilevano che
lesioni parenchimali conseguenti aleucomalaciacistica
0 emorragicarilevataecograficamente, costituiscono un
criterio prognostico migliore (sensibilita 95,6%,
specificita 68,5%) dei PES dal nervo tibiale (sensibilita
95,6%, specificita 50%); le due metodiche risultano
complementari anchein questo studio (sensibilita91,3%,
81,2%). Laprognosi émeno accurataconi PESdal nervo
mediano rispetto ai PES dal nervo tibiale posteriore
(specificita del 100%, sensibilita 13%). Gli studi citati

hanno valutato il ruolo prognostico dei PESin baseallo
sviluppo neuromotorio nei primi anni di vita

Recentemente & stato approfondito il ruolo della
metodica nella prognosi neuro-cognitiva in eta
prescolare e scolare, perd sono stati valutati neonati
ricoverati in UTIN senza suddividerli in base al’eta
gestazionale e, oltre agli asfittici, sono stati anche
reclutati neonati di peso molto basso appropriati e piccoli
per eta gestazionale. | PES risultavano molto accurati
nellaval utazione prognosticacon unaspecificitadall’ 86
al 100% nel diversi settori esplorati (QI , abilitamotorie,
integrazione sensori-motoria), il valore predittivo
negativo andava dall’86 al 100%, nelle funzioni
intellettive, comunicazione, performances motorie ed
abilita sensori-motorie mentre era peggiore (57-71%)
per lo stato neurologico, la qualita di vita e la
socializzazione [16, 17].

In conclusione, dalla letteratura emerge il ruolo
prognostico fondamentale dei PES AS nella prognosi
neuropsichica a 2-3 anni di eta del neonato asfittico a
termine con risposte normali associate a sviluppo
normale nel 96-100% dei casi e risposte patologiche
associate ad alterazioni psicomotorie nel I'87-92% (in
particolare con pattern di assenza persistente della
risposta corticale), se anche i PEV sono alterati
I"accuratezzaprognosticaraggiungeil 100 %. | potenzidi
evocati risultano particolarmente utili soprattutto nei
quadri di encefalopatiamoderata (grado Il di Sarnat) in
cui I'esame clinico, I’'EEG e le neuroimmagini non
consentono una precisa val utazione prognostica.

Nel neonato pretermine e piu difficile effettuare una
prognos accurata, poichérisultaproblematico scorporare
i diversi fattori di rischio, eil test diagnosticolacui utilita
prognosti ca &€ maggiormente riconosci uta e consolidata
el’ ecografiatransfontanellare. Laletteraturaé concorde
nel rilevare cheil valore predittivo di paralisi cerebrale
aumenta nei neonati con leucomalacia cistica o
emorragicase vi & concordanza fraecografiacerebrale
e PES. | PES sono piu precoci, percio utili soprattutto
nellaprimasettimanadi vita quando i riscontri ecografici
sono ancorain evoluzione; inoltre lanormalitadei PES
aiuta a individuare fra i neonati affetti da emorragia
periventricolare quelli aprognosi favorevole. | PES dal
nervo tibiale posteriore sembrano essere pit sensibili di
quelli dal nervo mediano, lametodicaé pero pit lungae
laboriosa e gravata da maggiori falsi positivi.

Studi recenti sulle sequele neurocognitive in eta pre
e scolare nel neonato ad alto rischio valorizzano il ruolo
predittivo di pregresse alterazioni dei PES in epoca
neonatale.

Studi sul ruolo dei potenziali evocati visivi (PEV)
Nell’ asfissia perinatale si possono osservare

alterazioni ai vari livelli del sistemavisivo: retinopatia
del prematuro, otticopatiaischemicadi diversa severita



evidente all’esame del fundus oculi solo dopo diversi
mesi, esiti d'insulto alle vie retrochiasmatiche.

Nel neonato preterminel’ asfissiacomportaemorragia
nella matrice germinale piu 0 meno associata ad
estensione al sistema ventricolare o a parenchima
cerebrale e/o sofferenza ischemica in corrispondenza
della sostanza bianca periventricolare, nel neonato a
termine si hainvece un coinvolgimento della corteccia
e della sostanza bianca sottocortical e che primariamente
coinvolgeleregioni parasagittali e chenei casi pitigravi
s estende ala corteccia calcarina sede delle aree visive
primarie o alla corteccia parieto-temporale sede delle
aree visive associative [1].

Il ruolo dei PEV intali pazienti € duplice, daun lato
assistereladiagnosi precocedi disfunzioneai vari livelli
del sistema visivo, dall’altro coadiuvare la prognosi
visiva e neurologica.

Il ruolo dei PEV nelladiagnosi e prognosi visiva del
neonato arischio &€ ben documentato in letteratura. PEV
normali si associanoin genere ad un buon recupero delle
capacita visive: Kurtrzberg [45] in un gruppo di 79
neonati di basso peso studiati alla40 SG osservano PEV-
flash normali nel 51% dei casi, di questi il 97% aveva
un follow up visivo (eye movement potentials, PEV da
stimol o strutturato) normale ad un anno d’ et&; nei neonati
con PEV dlterati persistevano aterazioni a follow upin
pit del 75%. Mc Culloch et al. [46] in 25 neonati a
termine asfittici osservano che tutti i neonati con PEV
normali o con alterazioni transitorie erano esenti da
ipovisione al follow up all’eta 2,5-4 anni; PEV
persistentemente anormali 0 assenti hanno identificato i
soggetti a rischio d'ipovisione (valutata con PEV da
stimolo strutturato, visita oculistica e, nei soggetti
collaboranti, test di visione preferenziale) con una
sensibilita del 100% ed una specificita dell’84%, un
valore predittivo positivo del 67% ed un valore predittivo
negativo del 100%; invece grado d’ encefal opatia, indice
d’ Apgar e pH arterioso non erano predittivi d'ipovisione.

E' peratro importante considerare che in rari casi i
PEV sono normali alla presenza di cecita corticale, cio
hafatto considerare|’ipotesi chei PEV siano generati a
livello sottocortical e [47] anche setaleriscontro potrebbe
anche dipendere dalla normalita della corteccia visiva
primariacon presenzadi un danno ale aree associative.

Il ruolo dei PEV nella prognosi neurologica é
controverso, si osservano casistiche, metodologie e
intervalli frail test el’insulto neurologico, eterogenei.

Hrbek et al. [29] in 57 neonati asfittici classificati in
base a punteggio di Apgar hanno osservato che PEV
gravemente e persistentemente alterati sono predittivi
di sequele neurologiche a distanza mentre quelli con
alterazioni lievi o normali di un quadro neurologico
normale. Gli autori hanno inoltre osservato, nei 72
pazienti che avevano eseguito anche i PES, che la
combinazione dei due esami migliorava |’ accuratezza
della prognosi, ma lo studio non specifica i tempi di
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esecuzione e le eta gestazionali. Gambi et al. [48]
descrivono 18 neonati atermine e pretermine, affetti da
distress respiratorio, e osservano che solo quelli con
forme moderate o severe hanno PEV statisticamente
diversi dai controlli; questo studio non dimostra una
chiaracorrelazionedei PEV conlaprognosi neurologica.
Hakamada et al. [49] in uno studio su PEV e BAEP in
neonati arischio osservano chetutti i pazienti con PEV
alterati oltre le due settimane sono patologici a follow
up asei mesi, le sequele sono pill severe quanto piu a
lungo persistono le aterazioni dei PE, e una risposta
assente € caratteristica dei pazienti con quadro
neurologico piu grave. Il 28,6% dei neonati con PE
normali presentavano sequele neurologiche e il 30% di
quelli con PE alterati erano normali a follow up. Questa
inaccettabile proporzione di falsi positivi e negativi
potrebbe dipendere da casistiche non selezionate,
dall’analisi cumulata dei due diversi tipi di PE e dal
campione normativo probabil mente cotituito da soggetti
non completamente normali. Hakkinen et al. [50] inuno
studio su 109 neonati pretermine ed atermine arischio,
di cui il 42% asfittici, osservano che nell’ 80% il quadro
clinico neurologico &€ normale al’eta di un anno e si
associaaPEV normali entroi sei mesi di vita. | restanti
soggetti sono stati suddivisi in base all’evoluzione in
due gruppi: nel primo con quadro neurologico severo
al’etd di un anno i PEV eseguiti prima dei tre mesi
risultavano alterati in 6/7 (86%), nel secondo con quadro
neurol ogico moderatamente alterato solo il 54% (7/13)
aveva PEV dlterdti; |"assenza dei PEV sembra essere
accurata nel predire una prognosi severa ma non
moderata. Eken et al. [51] riportano nove neonati fra 35
€40 SG con evoluzione in ipovisione centrale dopo 18
mesi da insulto ipossico-ischemico, tutti dimostravano
leucomalacia cistica periventricolare e avevano una
compromissione heuromotoriagrave; nei cinque neonati
aterminei PEV erano marcatamente alterati, nei quattro
pretermine si € osservata un’alterazione (in tre é
migliorata, in uno peggiorata). In conclusione negli studi
in cui s analizzano separatamente casistiche di neonati
atermine e pretermineil ruolo dei PEV nella prognosi
neurologica é piu chiaro.

Studi nel neonato a termine

Un unico gruppo intrelavori successivi valutail ruolo
dei PEV nellaprognos neurologicadel neonato atermine
asfittico [52-54] dimostrando chei PEV sono utili nella
prognosi neurologica a lungo termine con accuratezza
del 94%.

Sono stati studiati complessivamente 93 neonati a
termine selezionati con criteri di inclusione molto precisi
(assenzadi anomalie congenite, parto distocico, disordini
neuromuscolari), i PEV erano eseguiti entro tre giorni
di vita, al settimo giorno e poi settimanalmente, e il
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follow up proseguivafino a secondo anno di vita. Del
54 neonati con PEV normali 48 avevano uno sviluppo
neuromotorio normale (sensibilita89%), tutti i 39 neonati
con PEV persistentemente aterati o assenti nel corso
della prima settimana di vita sono deceduti o
sopravvissuti con sequele neurologiche (specificita
100%). E’ importante rilevare che questi risultati sono
applicabili con maggiore confidenza soprattutto in quei
neonati con encefalopatiamoderata (grado |1 di Sarnat)
incui laclinica, I' EEG el’ ecografia cerebrale sono meno
utili nella prognosi.

Lo stesso gruppo [37] hainoltre studiato i PES dal
nervo mediano in 57 degli stessi pazienti sottoposti a
PEV per vedere se I’ accuratezza prognostica poteva
essere migliorata. Dallo studio emerge che i PES sono
piu difficili daregistrare in modo accurato nella prima
settimanadi vita, siaper problemi tecnici di interferenze
elettromagnetiche che di salute del neonato, risultando
quindi indicatori prognostici meno accurati rispetto ai
PEV. | PES perd dimostrano una el evata sensibilita (96%)
ed un valore predittivo negativo elevato (97%). Daquesti
risultati gli autori suggeriscono di eseguireprimai PEV,
se sono persistentemente aterati, (visto I’ elevato
valore predittivo positivo (100%), i PES non aggiungono
ulteriori informazioni) se invece i PEV sono normali
I’accuratezza prognostica pud essere aumentata
eseguendo i PES, perché laloro normalita praticamente
garantisce uno sviluppo neurologico normale.

Studi nel neonato pretermine

Placzek et al. [55] in 26/70 neonati pretermine affetti
daemorragiaintraventricolare riscontrano PEV normali
in piu del 90% dei pazienti con quadro normale al
termine, ma la maggioranza dei neonati presentava un
PEV con morfologia immatura. De Vries et al. [56]
documentano una chiara correlazione fra I’ assenza dei
PEV in neonati di EG<34 settimane con cisti sotto-
corticali persistenti oltre le 40 SC documentate
ecograficamente, e sviluppo di ipovisione, paralisi
cerebrale e ritardo mentale; invece nei pazienti con
leucomal aciacistica periventricol are pesso S 0sservano
PEV conmorfologiaalteratache s associaad un quadro
neurologico normale evisione normale ed allapresenza
di strabismo. L’ecografia si normalizza dopo la 402
settimana concezionale. Ekert et al. [57] osservano che
in 123 neonati di EG<32 settimane, valutati prevalen-
temente entro la prima settimana con PEV ed ecografia
cerebrale, 76/89 con PEV normali avevano uno sviluppo
normalea24 mesi, edei 15/89 con PEV alterati incinque
erano presenti sequele neurologiche ed in 10 assenti.

Recentemente Shepherd et al. [58] hanno studiato 81
neonati pretermine al terzo giorno di vita ed a 40
settimane concezionali, escludendo sindromi genetiche
e malformative e suddividendoli in alto e basso rischio
ein base dl’ etdgestazionale. Gli autori dimostrano che

se i PEV vengono eseguiti precocemente, ripetuti nel
tempo, confrontati con adeguati parametri normativi,
alterazioni (aumento di latenza, perdita di componenti
proprie dell’ eta concezionale, assenza componente P2
nel neonato a termine e aumentata latenza N3 nel
pretermine) sono utili nella previsione di morte
(sensibilita 86%, specificita 89%, valore predittivo
positivo 43%) e di paralisi cerebrale (sensibilita 60%,
specificita 92%, valore predittivo positivo 43%); la
normalita dei PEV avrebbe invece un valore predittivo
negativo di morte del 99% e di PCI nel 96%. Questo
studio fornisce risultati molto incoraggianti che pero
necessitano di essere confermati in studi che valutino
un maggior numero di neonati patologici e con unfollow
up pit lungo.

In conclusione, i PEV sono utili nella valutazione
diagnostica dei deficit visivi e nella prognosi visiva a
distanza sia nel neonato a termine che pretermine, con
risultati migliori nel neonato a termine. Nel neonato a
terminel’ assenzadi PEV oltrelaprimasettimanadi vita
e predittiva di sequele neurologiche a distanza con una
specificita del 100%. Nel neonato pretermine invece il
ruolo prognostico dei PEV é discusso, anche se una
miglioreselezionedelle casistiche, I’ esecuzione abreve
distanza di tempo dall’insulto ipossico-ischemico, la
ripetizione nelle fasi di stabilizzazione ed il confronto
con adeguati dati hormativi sembrano fornire risultati
incoraggianti.

Vi sono dati a supporto dell’ipotesi che i generatori
dei PEV abbiano dei buoni meccanismi di compenso, €,
infatti, sono invariati durante episodi di ipoperfusione
fintanto che la PaO, resta superiore a cinque Kpascal
ma si attenuano rapidamente in corso di ipossia con
PaO,<3 Kpascal [59, 60].

Studi sul ruolo dei potenziali evocati multimodali

La maggior parte degli studi ha valutato il ruolo di
PEV, PES e BAEP separatamente, altri studi hanno
utilizzato invece pit modalita.

Majnemer et al. [32] hanno documentato in 42 neonati
studiati anche con BAEP (di cui 29 atermine) unabuona
correlazione dei PES con la prognosi neurologica, con
sensibilitadel 79% e specificitadell’ 88%, mal’ aggiunta
dei BAEP non sembramigliorare il valore predittivo.

Scalais et al. [61] su 40 neonati a termine studiati
con potenziali evocati multimodali confermano uno
sviluppo neurologico normale a 24 mesi nel 100% dei
casi con PESePEV normali ed unamigliore predittivita
dei potenziali evocati rispetto al punteggio clinico di
Sarnat. Relativamente ai PES patologici, questo studio
enfatizza |’ utilita di graduare le aterazioni in quanto la
predittivita di aterazioni neurologiche al follow up é
elevata nei PES di grado Il e Il (risposta poco
riproducibile o assente). Gli autori sottolineano



I"'importanza di ottenere tracciati privi di artefatti e di
utilizzare una referenza biauricolare per distinguere le
componenti pre e post-centrali. Intale studio vieneanche
confermatal’ utilitadi abbinare PEV a PES per miglio-
rare la predittivita, invece i BAEP non sembrano
aggiungere qualitaa bilancio prognostico.

Conclusioni

Dalla presente rassegna della | etteratura emerge che
i potenziali evocati hanno un ruolo ben preciso nell’iter
diagnostico e prognostico del neonato affetto daEll.

| BAEP, in associazione conil test delle otoemissioni
acustiche, sono I’esame di scelta per I’individuazione
precoce dell’ipoacusia neurosensoriale. E' preferibile
eseguirli dopo il mese di eta corretta per evitare i fasi
positivi legati ad ipoacusia trasmissiva intercorrente o
ad alterazioni transitorie delle componenti centrali, e
primadel quarto mese per potere, in caso di positivita,
instaurare con tempestivita (entro il sesto mese) gli
interventi protesico-riabilitativi.

| PEV sono molto utili nella individuazione di
alterazioni del sistemavisivo arischiodi ipovisionenelle
eta successive: deficit visivi s osservano nel 100% del
bambini nati atermine o ex prematuri con PEV assenti
allanascita.

Nel neonato aterminel’ esecuzionedi PEV e PESdal
nervo mediano alla fine della prima settimana di vita e
ingrado di predire sevi saranno sequele neurologiche a
distanza, e tale informazione & particolarmente
importante soprattutto nei quadri di encefalopatia
moderatain cui laprognosi non é chiarain base aquadro
clinico, metabolico, EEG e neuroradiologico.

Nel neonato pretermineil ruolo dei potenziali evocati
nella prognosi dell’Ell non & stato ancora del tutto
delineato. Essi costituiscono nel neonato a rischio un
valido supporto all’ ecografiatransfontanellare nellefasi
precoci del danno quando le alterazioni strutturali sono
ancorainevoluzione, lanormalitadei PES (in particolare
da stimolo del nervo tibiale posteriore) associata alla
normalizzazione dell’ ecografia aumenta notevolmente
il valore predittivo negativo nella leucomalacia
periventricolare. Alterazioni dei PEV nellefasi precoci
dell’insulto hanno una prognosi a breve termine severa
con elevato rischio di paralisi cerebrale (92%) e di
decesso (89%) mamancano dati sull’ evoluzionealungo
termine.

| risultati dei potenziali evocati sono stati scarsamente
correlati ed integrati con I'EEG, i parametri clinici,
metabolici ele metodiche per immagini [62, 63]. Sarebbe
inveceimportante approfondire questi aspetti perchécio
consentirebbe di definireil campo di applicazione delle
diverse metodiche nei diversi quadri clinico-patologici
ed ottimizzare I’ approccio clinico.
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Vi sono attual mente molte aspettative sulle possibilita
di interventi terapeutici neuroprotettivi nellefasi precoci
dell’ipossia, ischemiaeriperfusione ed € stato dimostrato
che la finestra temporale utile per I’intervento sono le
prime sei ore. Le metodiche neurofisiologiche, in
particolare le tecniche di monitoraggio EEG continuo
ed i potenziali evocati, essendo in grado di valutare
precocemente laseveritadell’insulto ipossico ischemico
avranno in futuro un ruolo in questo importante settore
[64-66].

Lavoro presentato su invito.
Accettato il 19 luglio 2001.
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Radicali liberi e danno cerebrale nel neonato
con insulto ipossico-ischemico
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Riassunto. - | radicali liberi (RL), molecole instabili e altamente reattive per la presenza di elettroni spaiati
sull’ orbitale esterno, si formano normalmentein qualsiasi cellulavivente poiché sovraintendono alereazioni di
ossidoriduzione utili allasuasopravvivenza. Quando prodotti in quantitaeccessive diventano importanti mediatori
di danno cellulare e tissutale. L' eccesso di produzione di RL € evenienza frequente nel neonato e puo essere
provocatain diverse condizioni metaboliche. Il sistemanervoso centrale del neonato € particolarmente arischio
di danno mediato dai RL per I’ elevato contenuto nelle membrane neuronali di acidi grassi poliinsaturi, I’ alto
“uptake’ di ossigeno ei relativamentebassi livelli di difese antiossidanti. || metabolismo ossidativo mitocondriale
e fosfolipidico, I’ ossido nitrico, la flogosi, la disponibilita di ferro libero, I attivazione di enzimi proteolitici
sono potenziali sorgenti di RL durante un evento asfittico.

Parole chiave: ipossia-ischemia, danno cerebrale, radicali liberi, neonato.

Summary (Free radicals and brain damage during hypoxia-ischaemia in newborns). - Free radicals (FR)
are highly reactive chemical molecul es containing one or more unpaired el ectrons. Oxygen-derived freeradicals,
collectively termed reactive oxygen species (ROS), are normally produced in living organisms. When over
produced, they are major mediators of cell and tissue injury. There is a critical balance between free radical
generation and antioxidant defenses. Oxidative stressin vivo isadegenerative process due to the over production
and propagation of FR reactions. FR reactions |ead to oxidation of lipids, proteins, polysaccharides and to DNA
damage. Newbornsand particularly preterminfantsare very susceptibleto FR oxidative damage. In these subjects,
thereisevidence of an imbal ance between antioxidant and oxidant-generating systems enhancing oxidant injury.

Key words: hypoxia-ischaemia, brain injury, free radicals, newborn.

Introduzione

Il danno cerebrale ipossico-ischemico élaprincipale
causa di mortalita perinatale acuta e di morbilita
neurologicadell’infanzia[1]. Le statistiche evidenziano
in Europa un’incidenza di asfissia perinatale pari al 2-
6%o nuovi nati, di cui il 20-50% muore entro le prime
settimane di vita[2-4]. Trai sopravvissuti, pit del 25%
presenta sequele di ordine neuropsicologico in formadi
ritardo mentale, paralisi cerebrale, anomalie del
linguaggio, epilessia[5].

| notevoli progressi conseguiti nell’ assistenza del
neonato ad alto rischio hanno consentito una drastica
riduzione della mortalita neonatale e del numero di
handicap neurologici secondari a sofferenza perinatale.
Cid nonostante ancor oggi permangono evenienze
patologiche pre e postnatali di difficile controllo, in
guanto poco indagate. Tra gli aspetti di fisiopatologia
perinatale ancora da chiarire vi sono tutte quelle
condizioni in cui S puo inaspettatamente verificare un
danno da produzione di specie tossiche dell’ ossigeno.

Biologia dello stress ossidativo

L’ ossigeno, elemento fondamentale per la vita degli
organismi eucarioti, & paradossalmente una sostanza
tossica. Latossicitadell’ ossigeno € principa mentelegata
allapossibilitadi generareradicali liberi (RL): unaserie
di composti che contengono almeno un e ettrone spaiato
sull’ orbitale esterno: O*, (anione superossido), HO®
(radicaleidrossilico) e H,O, (perossido d’ idrogeno) [6-
8]. Lacondizione di intrinsecainstabilita rende ragione
della fortissima reattivita chimica posseduta da queste
sostanze. Per raggiungere uno stato energetico piu
stabile, esse tendono a cedere il proprio elettrone o ad
acquistarne uno dalla molecola con cui reagiscono la
qualesd ritroveraeettricamenteinstabileenellanecessita
di cedere 0 assumere asuavoltaun elettrone. Avvengono
cosi una serie di reazioni autopropagantesi che portano
alla formazione ulteriore di metaboliti tossici e a
profonde modificazioni del substrato di partenza[9]. Le
reazioni terminano allorché i RL incontrano una
molecola simile 0 una sostanza “ scavenger” oppure un
sistema enzimatico in grado di metabolizzarle.
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Numerosi studi sperimentali e clinici hanno ampia-
mente dimostrato come I’ azione tossicadell’ ossigeno e
gli effetti dannosi dei RL svolgano un ruolo di primo
piano nella patogenesi di molte malattie neonatali trale
quali la retinopatia della prematuritd, la displasia
broncopolmonare, |’ enterocolite necrotizzante, I insuf-
ficienza renale, la persistenza del dotto arterioso di
Botallo, I’emorragia intraventricolare, la leucomalacia
periventricolare[10-12]. E’ verosimile chetali patologie
non siano entita differenti ma aspetti diversi di un’uni-
ca, piu ampiacondizione definitacome “malattiadara
dicali liberi nel neonato” [13]. | primi bersagli del radi-
cali liberi sono i fosfolipidi delle membrane biologiche
che vanno incontro allaformazione di ulteriori radicali:
lipoperossi (LOO"), lipidi idroperossi (LOOH), lipidi
alcossi (LO") e prodotti di frammentazione come la
malondialdeide (MDA), alcani, ecc. Tutte queste sostan-
ze possono esercitare la loro azione lesiva sul DNA e
sulle strutture cellulari, mitocondriali e lisosomiali, con
fuoriuscita di enzimi proteolitici, autodigestione della
cellula, innesco dei processi di morte cellulare program-
mata.

Le specie reattive dell’ ossigeno si formano normal-
menteinqualsias cellulavivente poiché sovraintendono
a tutte le reazioni di ossidoriduzione utili alla sua so-
pravvivenza. Gli effetti biologici di modeste quantita di
radicali dell’O,, hanno talora estrema rilevanza, come
la funzione killing del fagocita e la modulazione delle
sostanze vasoattiverilasciate dall’ endotelio, fondamen-
tale per il mantenimento del circolo [14].

Quando in vivo s verifica una produzione continua
di RL, tale da soverchiare la capacita antiossidante del-
I’ organismo, si viene a creare una condizione di stress
ossidativo, in cui hon sono piu garantiti il mantenimen-
to del patrimonio antiossidante e il contenimento della
produzione di RL [7].

Norma mente lo stress ossidativo € modesto e le di-
fese della cellula possono aumentare tramite un com-
plesso meccanismo che puo coinvolgere |’ espressione
genica delle attivita cosiddette scavengers [15]. Gli
scavenger s sono molecole che possono eliminarei RL e
preservarei target molecolari cellulari potendo accetta-
re e cedere elettroni mediante interconversione da uno
stato ossidato ad uno ridotto. L' a-tocoferolo, labilirubina,
la cerulo-plasmina, I’ acido urico, latransferring, la vita-
minaC, i gruppi sulfidrilici del glutatione sono esempi di
scavengers naturali. Un altro meccanismo di cui dispone
I’ organismo umano per la difesa del danno da RL € co-
stituito dalle attivita enzimatiche antiossidanti
superossido-dismutasi, glutatione perossidasi, glutatione
reduttasi e catalasi [16].

Patologia da radicali liberi
Il neonato & particolarmente predisposto al rischio di

danno ossidativo, in conseguenza sia della maggiore
produzione postnatale di radicali dell’O, (Fig. 1), sia

“ Ciclo - ossigenasi

o lpossia || * Lipo - ossigenasi

Nitrossido - sintetasi
< Disaccoppiamento della fosforilazione ossidativa

< Xantina ossidasi

« Ischemia-riperfusione | -

% Nitrossido sintetasi

« Ferro libero II-l < Reazione di Fenton |

|II~ + Burst leucocitario
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» Metabolismo delle prostaglandme|||‘

Fig. 1. - Meccanismi di produzione dei radicali liberi.

« Attivazione fagocitaria

dell’incapacita dei sistemi di protezione di limitare le
reazioni daloroindotte (Tab. 1). Lanascita, comportan-
doil passaggio daunastato di ossigenazionefetae (Pa0,
30-40 torr) ad una di tipo adulto (PaO, 60-70 torr), fa-
voriscelaformazionedi RL in quantitatali dasovrasta-
re le capacita di detossificazione ancora immature. La
ipovalidita del sistemi antiossidanti rende ancora piu
vulnerabile il neonato pretermine per I’ accentuata po-
vertadi sistemi di protezione enzimatica che giungono
fisiologicamente a maturazione con il procedere della
gestazione [17]. La maggiore disponibilita di substrati
perossidabili nel SNC (acidi grassi insaturi) espone in
egual misurai neonati atermine al danno daRL [18]. Il
cervello del feto atermine éaltresi arischio perché pos-
siede oligodendrociti con sistemi di valida captazione
del ferro erecettori NM DA sufficientemente maturi per
agevolare la progressione della catena di eventi meta-
bolici che portano alla generazione e al danno da RL
[19, 20].

La responsabilita della tossicita dei RL nel neonato
coinvolge meccanismi complessi caratterizzati da una
seriedi reazioni, che, unavoltainnescate, si propagano
acatena, potendosi amplificare attraverso circoli vizio-
si difficilmente arrestabili [21, 22]. E’ pertanto estrema-
mentedifficile predirel’ entitaclinicaelapresenzastes-
sadel danno, lalatenzarispetto al momento in cui I’in-
sulto si érealizzato, lasuscettibilitaindividuale del neo-
nato, i tempi ei modi per eventuali interventi terapeutici.

Radicali liberi e meccanismi di danno cerebrale

L’ encefal opatia ipossico-ischemica consegue ad un
insulto asfittico che nellaquasi totalitadei casi € subor-
dinato dlainterruzione del flusso utero-placentareedello
scambio O,/CO,,. Il momento eziologico piti Spesso in
causa é rappresentato dalla patologia del travaglio di
parto mal’ evento precipitante spesso s € giarealizzato
in utero, prima ancora che il parto siainiziato [23-25].
Gli eventi fondamentali determinanti il danno cerebrale
da asfissia sono I'ipossiemia e I'ischemia; esse sono di
regola associate, essendo I’ una causa dell’ atra, e sono
in grado di innescare unacatenadi eventi di ordine me-



Tabella 1. - Difese antiossidanti nel neonato

| GSH-PX | a-Proteinasi
| SOD | Vit. E

| B-Carotene | Selenio

| Riboflavina | Rame

| Transferrina | Zinco

| Ceruloplasmina | Altri fattori plasmatici

GSH-PX: glutatione perossidasi; SOD: superossido dismutasi;
| : riduzione rispetto all’eta successiva.

tabolico che costituiscono la via finale comune al’in-
sulto ipossico-ischemico qualunque sia stato il fattore
precipitante o determinante. Lacronobiologiadellasin-
drome ipossi co-ischemica € bifasica contemplando due
momenti fisiopatol ogicamente importanti [26]:

- insulto neuronale primario, determinato dal deficit
di ossigeno e substrati energetici;

- insulto neuronal e secondario, caratteristico dellafase
di riperfusione cerebrale.

E’ recente |’ acquisizione che la stessa ipossia, indi-
pendentemente dalla fase di riperfusione, sia responsa-
bile della sovraproduzione di RL. Nostri studi hanno
dimostrato come nel neonato laformazione di RL com-
porti un danno ossidativo alle lipoproteine plasmatiche
in corso di ipossia[27, 28].

I meccanismi patogenetici del danno molecolare,
cellulare etissutal e che consegue ad un insulto ipossico,
coinvolgono unaseriedi eventi acascata. Nellefasi ini-
ziali dell’ipossiail metabolismo anaerobio determinala
progressiva deplezione delle riserve dei fosfati ad alta
energia generando notevoli quantita di ADP, xantina,
ipoxantina, NADH, FADH, acido lattico eioni H* [29,
30]. Allariduzione delleriserve energeticheintracel lul ari
segue:

- diminuizione dell’ attivita enzimatica delle pompe
di membrana ATP-asi dipendenti;

- riduzione del potenziale di membrana;

- aumento del flusso intracellulare di Na**/K*, Cl- e
cat*;

- produzione di radicali liberi, danno perossidativo
proteico e lipidico;

- edema citotossico [31-33].

L’ aumento delle concentrazioni intracel lulari di Ca?*
fasi che s attivino numerosi enzimi cal cio-dipendenti,
quali fosfolipasi, endonucleasi, proteasi. L’ attivazione
delle fosfolipasi A, e C rilasciano acido arachidonico
dal bilayer lipidico con contemporanea produzione di
RL [34]. Lafosfolipasi C catalizza inoltre la reazione
che porta alla formazione di inositolo 3-fosfato, un
secondo messaggero che induce il rilascio di Ca2* dal
reticolo endoplasmatico [35]. | Ca?* puo attivare anche
lanitrossido sintetasi che portaallaformazione di ossido
nitrico e radicale idrossile [36]. Il Ca?*, in corso di
ipossia, entranellacellulaattraverso divers meccanismi:
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- attivazione di canali voltaggio dipendenti, e
agonista-dipendenti quali i recettori per amino-idrossil-
metil-isossazolo propionato (AMPA), kainato (KA), e
N-metil D aspartato (NMDA);

- rilascio da parte dei mitocondri e del reticolo
endoplasmico [22, 37]. Il progressivo aumento delle
concentrazioni intracellulare di Ca?* ne amplifica gli
effetti devastanti determinando un circolo vizioso che
esita inevitabilmente nei meccanismi di apoptosi e
necrosi neuronale.

Nei neuroni I'afflusso unidirezionale di ioni
interferisce con i sistemi di rilascio dei neuromediatori
alivello del sinaptosomi corticali, efavorisce, in ultima
analisi, I’accumulo extracitosolico del glutammato [38].
Il glutammato, interagendo con i recettori NMDA,
contribuisceal’ ulteriore correnteintracellulare di Ca?*.

L'eccesso di glutammato puo, nelle cellule gliali
ancora funzionanti, interscambiarsi con la cisteina del
pool intracellulare, depauperando la riserva di anti-
ossidanti quali il glutatione, di cui la cisteina
componente essenziae [26].

Il danno perossidativo endoteliale hamolteplici effetti:
compromissione dell’ autoregolazione del flusso
cerebrale, aumento dell’ espressione di molecole
d adesione per i PMN, loro marginazione, accumulo e
attivazione intratissutale [39, 40]. Il burst leucocitario,
che in condizioni di infezione si rivela meccanismo
favorevole accelerando la clearance dei patogeni, in
corso di insulto ipossico-ischemico diventa sorgente
additiva di RL contribuendo all’ intensificazione del
danno cerebrale.

D’ dtraparte énoto cheleinfezioni neonatali precoci
(associate a coricamniositi) sono condizioni favorenti
la genesi dell’ encefalopatia ipossico-ischemica, sia
attraverso meccanismi diretti di processi flogistici vasco-
lari o polmonari, sia attraverso un’incrementata
produzionedi RL dapartedei polimorfonucleati attivati
dal gradiente locale di citochine [41-43]. Numerose
cellule del SNC, tra cui microglia, astrociti e neuroni,
sintetizzano e secernono in seguito a stimoli specifici e
aspecifici (ad esempio in caso di danno tissutale) I1L-18
e TNFa, citochine multifunzionali, direttamente
implicate nello sviluppo del sistema nervoso centrale e
nellapatogenesi del danno cerebral eipossico-ischemico
[44, 45].

Ruolo del ferrolibero

Elemento 26 nella tabella periodica, il ferro € indi-
spensabile per lacrescitaeil benessere di tutti gli orga-
nismi viventi [46]. E’ il metallo di transizione presente
in quantita maggiore nel cervello ed é essenziale per il
normale sviluppo neurologico del neonato [47]. L'es
senzialita del ferro dipende dal suo coinvolgimento in
un gran numero di processi metabolici quali reazioni di
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sintesi, detossificazione difese antibatteriche, trasporto
e utilizzazione dell’ ossigeno [48, 49]. E' stato infatti
dimostrato che la carenza di ferro durante i primi stadi
di sviluppo del sistema nervoso centrale si associa ad
alterazioni comportamentali, quali deficit della concen-
trazione e dellamemorizzazione mediati dall’ ippocampo
[50]. Lacarenzadi ferroin atri distretti influenza nega-
tivamente la produzione di energia cellulare con
compromissione della funzionalita dell’ organo interes-
sato [51]. Il ferro, perd, si comporta come una lama a
doppio taglio, potendo risultare altamente tossico quan-
do presentein elevate quantitae non legato alle proteine
[52]. In virtu della sua capacita di passare rapidamente
dallo stato ferroso allo stato ferrico (da Fe?* aFe?), a
seconda delle molecole con cui interagisce, il ferro di-
venta alternativamente ossidante o riducente [53]. La
sua azione tossica si esplica mediante la reazione di
Fenton, un processo di ossido riduzione in cui il ferro
ferroso reagisce con il perossido di idrogeno generando
radicale ossidrile, il piu potente agente ossidante di un
sistemabiologico [54]:

H,O, + Fe2* — Fe** + OH" + OH"

Normalmenteil ferro & sequestrato daproteinedi tra-
sporto, quali latransferrina (Tf) e lalattoferring, o im-
magazzinato in proteine di deposito quali la ferritinae
I’emosiderina[55]. Laceruloplasminaagiscein sinergia
con le proteine suddette, catalizzando I’ ossidazione dello
ione ferroso a meno reattivo ione ferrico, che si lega
alaTf [56]. E' noto che per essere redox-cicling attivo
il Fe deve essere rilasciato dalle proteine di deposito e
ridotto a Fe?*. Condizioni come acidosi, ischemia, so-
vraccarico di ferro, attivazione dell’ enzima emeos-
sigenasi, sono in grado di accelerare i processi di
decompartimentalizzazionedel Fe[57-59]. Dal momento
che il ferro non puod esistere nel plasma come ione, il
termineferrolibero é stato coniato ad indicareil ferroa
basso peso molecolare, privo di ata affinita di legame
con latransferrina, e debolmente legato a citrati, lattati,
fosfati, albumina o ad altre proteine plasmatiche [60,
61].

Il ferro pud essererilasciato all’ interno dell’ eritrocita
dall’ emogl obinacome effetto del danno ossidativo e pud
innescare la perossidazione lipidica anche in assenza di
HO", reagendo direttamente con gli acidi grassi della
membranacellulare[57, 62, 63]. L’ eritrocita puo essere
coinvolto direttamente nel danno cellulare mediato da
radicali liberi siacome bersaglio che come sorgente dei
RL. La predisposizione all’emolisi ossidativa
dell’ eritrocita del neonato e conosciuta da molto tempo
essendo stata osservata da quasi mezzo secolo la bassa
sogliadel globulo rosso del neonato alla formazione di
corpi di Heinz in incubazioni con farmaci e sostanze
ossidanti. Basso contenuto di vitamina E, ata percen-
tuale di acidi grassi insaturi di membrana e basse attivi-

ta enzimatiche antiossidanti avevano fatto ritenere la
membrana del GR peculiarmente vulnerabile alla
perossidazione lipidica mentre le pressioni parzidi di
ossigeno, piu elevate nel neonato rispetto a feto, e la
presenza di molecole di provenienza varia (tossine
batteriche, farmaci) erano state considerate fattori sca-
tenanti [64]. Indagini successive hanno dimostrato che
la patogenesi dello stress ossidativo eritrocitario coin-
volge la molecola dell’ emoglobina (ed in particolare
I’emoglobina fetale che piu facilmente rilascia super-
ossido) e le proteine di membrana prima ancora della
componente lipidica[65, 66].

Agenti ossidanti provocano una rapida deplezione
delle riserve di glutatione ed un aumento delle
concentrazioni citosoliche di ferro libero [62]. Recenti
indagini dimostrano chelo stress ossidativo eritrocitario
eancorapiu evidentein corso di ipossiaanalogamentea
guanto accade durante |’ incubazionedi eritrociti invitro
con sostanze ossidanti e quanto accade in vivo
nell’ eritrocitadel neonato gravemente asfittico [67, 68].
Precedenti nostri studi hanno segnalato che lo stress
ossidativo alla nascita induce rilascio di ferro libero
al’interno dell’ eritrocita e aumentata produzione di RL
nel plasma [27]. Gli idroperossidi totali e i prodotti
avanzati di ossidazione proteica sono piu elevati nel
plasmadei heonati ipossici rispetto ai neonati sani [28].
Tanto maggiore € I'ipossia, valutabile in termini di
diminuizione del pH ed aumento dell’ipoxantina, tanto
maggiori sonoi livelli di idroperossidi totali riscontrabili
nel plasmae le concentrazioni intragritrocitarie di ferro
libero.

L'eritrocita € uno scavenger di RL e lo stress
ossidativo pud conseguire al metabolismo intraeritro-
citario di xenobiotici, secondo il modello classico della
fenilidralazina, oppure puo avere origine da RL extra-
eritrocitari di variaprovenienza (ischemia-riperfusione,
burst leucocitario, metabolismo ossidativo fosfolipidico
e mitocondriale) [69, 70]. E' probabile, per quanto non
ancora dimostrato, che il ferro libero intraeritrocitario
sia responsabile della ridotta emivita del globulo rosso
e che |’ eritrocita possa essere insieme bersaglio dei RL
e possibile sorgente degli stessi in quanto fonte princi-
pale di ferro libero nell’ organismo [71]. La concentra-
zione intraeritrocitaria di ferro libero sembra pertanto
rappresentare un marker concreto dello stress ossidativo
dell’ eritrocita ed un indicatore del rischio di danno
ossidativo in altri tessuti.

Il neonato & estremamente suscettibile al danno
ossidativo indotto dal ferro libero per lafisiologica ca
renzadei sistemi antiossidanti alla nascita, per ladimi-
nuzione dei livelli di transferrinaormai gia saturata dal
ferro nel plasma e per le basse concentrazioni di
ceruloplasmina nel liquido cerebrospinale[72, 73].

Nel neonato, in corso di asfissia, all’ aumento del fer-
ro libero plasmatico ed intraeritrocitario pud seguire il
rilascio di ferro libero nel parenchima cerebrale acausa



del danneggiamento dellabarrieraemato-encefalica[74].
Addizionali sorgenti di Fe sono |’ aumentato catabolismo
dell’emeeladisfunzione del normaletrasporto assonae
di ferro cerebrale [75, 76].

Due ulteriori sorgenti di radicali dell’O, in corso di
ipossia sono il processo di fosforilazione ossidativa
mitocondriale e |’ attivazione dell’ enzima nitrossido
sintetasi (NOS).

Le specie reattive dell’O, sono continuativamente
generate all’interno dei mitocondri [77]. A livello della
catena respiratoria, |’ ossigeno viene ridotto ad H,O
dall’enzima citocromo ossidasi attraverso I'intermedia
produzione di anione superossido [78]. L' O*, s forma
nel corso delle operazioni del complesso | e Il della
catenarespiratoriamediantelaconversionedel coenzima
Q o ubiguinonein semiquinonein seguito allaperditadi
un elettrone[79, 80]. | mitocondri sono dotati di un effi-
ciente sistema antiossidante composto da superossido
dismutasi, glutatione perossidasi, glutatione reduttasi,
catalasi, NAD(P) transidrogenasi, vitaminaA e C, etiolo
perossidasi SP-22 [81-83]. Pertanto il radicale super-
ossido viene rapidamente dismutato ad acqua ossigena
ta[84]. Incondizioni di sovraproduzione o di deplezione
del sistema antiossidante, I'H,O, non viene eliminata
creando una situazione di stress mitocondriale in cui
I’H,O, accumulata reagisce con il Fe e produce il
metabolitaidrossiradicale altamente reattivo [85].

Danno mitocondriale

Diverse condizioni fisiologiche e patol ogiche posso-
no aterare la velocita basale di formazione di anione
superossido al’interno del mitocondrio. Una di queste
el’accumulo di calcio chedeterminail disaccoppiamento
della fosforilazione ossidativa con conseguente produ-
zione mitocondriale di radicali [86]. Nelle fasi precoci
dell’ipossia-ischemia il normale uptake del Ca nella
membrana interna del mitocondrio, peraltro necessario
per laregolazione degli enzimi piruvato deidrogenasi e
a-ossiglutarato deidrogenasi, aumenta favorendo alte-
razioni dellastrutturaedel potenziale di membrana, ini-
bizione dellasintes di ATP, disorganizzazione dellacate-
narespiratoria e generazione di radicali [87]. In condi-
zioni di diminuita disponibilitadi ossigeno a sito di ri-
duzione energetica ove € posta la citocromo ossidasi,
aumentano le forme ridotte degli enzimi componenti la
catenadi trasporto degli elettroni [88]. Uno di questi, la
forma ridotta dell’ ubiquinone, va incontro ad auto-
ossidazione producendo RL. | mitocondri sono partico-
larmente sensibili @ danno ipossico e svolgono un ruo-
lo centrale nei processi di apoptosi e necrosi [89]. Una
loro disfunzione porta d rilascio intracellulare di note-
voli quantita di Ca e di specie reattive dell’ ossigeno,
responsabili alorovoltadi ulterioredanno cellulare[87].
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Ruolo dell’ ossido nitrico

L’ ossido nitrico (NO) é un radicale libero sintetizza-
to dall’enzima nitrossido sintetasi (NOS) nelle cellule
endoteliali e neuronali in risposta all’incremento delle
concentrazioni intracellulari di Ca™ [90]. LaNOS for-
maNO, citrullinaed H,O, daarginina, NADPH e ossi-
geno [91]. Il NO reagisce con il radicale superossido e
genera perossinitrite, che spontaneamente si decompo-
ne aformare metaboliti altamente regttivi, quali il radi-
caeidrossile, il diossido d'azoto e il suo ione (NO,")
[92]. Attualmente si conoscono tre isoforme di NOS:
endoteliale (eNOS, Ca?*-dipendente, o NOS3),
neuronale-gliale (NNOS o NOS1) e inducibile (iNOS,
Ca?*-indipendente o0 NOS2) [93, 94]. L’ enzima & ubi-
quitario. L’ attivitadi tutte e tre le forme aumenta duran-
tel’ischemia lanNOS el’eNOS entro pochi minuti ela
iNOS dopo diverse ore[95]. Da momento chein corso
di ischemianon ¢’ édisponibilitadi ossigeno, il NO non
pud essere sintetizzato in questa fase nellaquale perd a
livello mitocondriale si generano una notevole quantita
di ioni superossido. Lariperfusione consente la produ-
zionedi NO il quale, reagendo con gli ioni superossidi,
conduce alla formazione del perossinitrito (ONOO),
mol ecolaa tamente instabile che spontaneamente s scin-
de nei radicali perossinitrile (NO*,) e idrossile (OH")
[96-98]. Il NO, interagisce con molte molecole biolo-
giche provocando perossidazionelipidicaenitrosilazione
di tirosina e cisteina su enzimi intracellulari [92, 99].
Un atro metabolitadel NO, potenzialmente nocivo, eil
nitrite cloruro (NO,CI), che si forma dalla reazione del
nitrite, un prodotto terminale del metabolismo dell’ os-
sido nitrico, con I'acido ipocloroso (HOCI), prodotto
dall’enzima mieloperos-sidasi dei neutrofili attivati
[100]. Studi sperimentali hanno dimostrato chel’inizia-
le effetto vasodilatatorio del NO con I’aumento della
perfusione cerebrale che segue all’ attivazione della
eNOS & neuroprotettivo ameno durante le prime due
oredell’insultoischemico[101]. Tuttavia, gli effetti glo-
bali e definitivi dell’ attivazione delle tre forme di NOS
in corso di ischemia rimangono deleteri per la cellula
[102].

Il danno cellulare

Durante lafase di ipossia-ischemiail deficit di O, e
di ATPinnesca gli eventi metabolici responsabili della
produzione di RL che procedono poi autonomamente
mediante reazioni di amplificazione. Nella fase di
riperfusione |’ endotelio danneggiato non garantisce
I"autoregolazione del flusso e i sistemi enzimatici
cellulari non riescono a produrre energia perché
ulteriormente compromessi dallamassiccia produzione
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di RL amplificata dalla maggiore disponibilita di O,.
Nelle ore che seguono al’ evento ipossico-ischemico
I"attivazione dei programmi di apoptosi cellulare pud
comportare la perdita degli elementi cellulari
apparentemente indenni [103].

| fattori che inducono apoptosi 0 morte cellulare
programmata dopo la sequenza ipossia-ischemia-
riperfusione sono noti solo in parte. Un ruolo di primo
piano é svolto dalle caspasi [104]. Membri di una
famigliadi cisteina-proteasi, le caspasi sono sintetizzate
e secrete come precursori inattivi [105]. L'evento
i possi co-ischemico eil conseguente danno mitocondriale
comportano la loro attivazione mediante una sequenza
di eventi a cascata [106]. E' possibile classificare le
caspasi in tre gruppi funzionali principali: caspasi di
regolazione (caspasi 2-8-9), caspasi effettrici (caspasi
3-6-7) caspasi pro-infiammatorie (caspasi -1 o
interleukin-1p-converting enzyme).

Le caspasi 3 e 9 sono direttamente coinvolte nei
meccanismi di apoptosi. L'aumento della permeabilita
delle membrane mitocondriali che consegue a danno
ossidativo favorisce I’inibizione del sistema antiapo-
ptotico Bcl-2 (proteinaassociataallamembranaesterna)
e la traslocazione citosolica di acuni sistemi proteici
normal mente segregati nell’ ambiente mitocondriale: la
proteina Bax, il citocromo c, il fattore Apaf-1 e
I"apoptosis inducing factor (AIF) [86, 103, 107]. Nel
citoplasma la formazione del complesso trimolecolare
citocromo c-Apaf-1-caspasi 9 €1’ elemento critico per la
conversionedellacaspas 3informaattiva. Quest’ ultima
riconosce almeno tre substrati intracellulari: la ADP-
riboso-polimerasi (PARP), I'inhibitor of caspase-
activated Dnase (ICAD/DFF) elafodrina[108-111]. Il
ruolo dellaPARPnel processo di apoptosi € controverso
[112,113]. L’ enzimaédeputato alariparazione del DNA
danneggiato, ma la reazione avviene a spese delle gia
scarse riserve di NAD™ e di ATP in corso di ischemia
[97]. La PARP ¢ attivata dall’ interazione dei RL con i
gruppi eettrofili della catena del DNA. La caspas ne
determina il clivaggio e I'inattivazione. L'lCAD & un
enzima responsabile dei fenomeni di frammentazione
del DNA nucleosomale e di condensazione della
cromatina caratteristici del processo di apoptosi [110].

Lafodrinaéun componente chiave del citoscheletro,
ovvero unaproteinaspectrina-simile non eritrocitariache
legal’ actina cellulare [111]. Il processo di apoptosi ha
la caratteristica di essere energeticamente dispendioso
perché richiede una vivace neosintesi proteica e la
caspasi 3 € un sistema prezioso per portare a termine
I’intero processo. Essa infatti proteolizza i propri
substrati determinando il blocco della PARP a fine di
preservare le molecole di ATPrichieste dal processo di
apoptosi, il danneggiamento del citoscheletro tramitela
degradazione dellafodrinaelaframmentazionedel DNA
che andrairrimediabilmente perduto.

Conclusioni

Lerelazioni che intercorrono traproduzione di FR e
danno cerebrale nel periodo perinatale sono molto
complesse. L' origine dei FR évariae sembradipendere
sia da alterazioni del metabolismo purinico, fosfo-
lipidico, mitocondriale, sia dalla reazione di Fenton e
dall’ attivazione fagocitaria in corso di ipossia e/o di
ischemia-riperfusione. Altrevieimportanti che possono
condizionare il rilascio di FR comprendono la
degradazione di acuni enzimi proteici o’ attivazione di
altri quali laxantinaossidasi, lanitrossido sintetasi ele
prostaciclin-sintetasi. Ciascuna delle molecole reattive
prodotte daquesti differenti meccanismi contribuiscein
modo peculiare alla patogenesi del danno cerebrale
perinatal e, maciascun meccanismo € solo uno dei fattori
coinvolti. La molteplicita dei processi implicati nella
cascata 0ssi dativa suggerisce che sol o terapie combinate
che agiscano in sinergiacontro bersagli multipli possono
costituire nuove strategie per la prevenzione del danno
cerebrale nel neonato clinicamente compromesso.

Lavoro presentato su invito.
Accettato il 19 luglio 2001.
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unanuovaclasse di indici specifici e affidabili di perossidazione lipidicae di danno ossidativoin vivo e ex vivo.
Queste mol ecol e sono stabili, relativamente abbondanti e misurabili mediante tecniche analitiche sensibili e di
facileimpiego. In questi ultimi anni la determinazione dei livelli di isoprostani nei tessuti e nei liquidi biologici
ha significativamente migliorato la nostra conoscenza sul ruolo svolto dallo stress ossidativo in molte patologie
neurologiche. Sebbene I’ utilizzo di queste molecole nell’ ambito delle patologie neonatali sia ancora limitato,
I’analisi dei lorolivelli edelleloro funzioni pud rappresentare un valido strumento per migliorarelacomprensione
dei meccanismi coinvolti nel danno cerebrale in seguito a eventi ipossico-ischemici o infiammatori durante il
periodo fetale e perinatale.
Parole chiave: isoprostani, danno cerebrale, radicali liberi, oligodendrociti.

Summary (Isoprostanes and oxidative stressin brain damage of the newborn). - | soprostanes are afamily of
biologically active molecules recently characterized, which is emerging as a new class of specific and reliable
markers of in vivo and ex vivo lipid peroxidation and oxidative damage. These molecules are stable, relatively
abundant and easily detectable by sensitive and specific analytical methods. In the last years, the measurement
of their levels in tissue homogenates or biological fluids has significantly improved our knowledge on the
involvement of oxidative stress in several neurological diseases. Here we present evidence indicating that
isoprostanes can be successfully used a so to study the mechanismsinvolved infreeradical brain damagefollowing

hypoxic-ischaemic or inflammatory conditions in newborns and preterm infants.
Key words: isoprostanes, brain damage, free radicals, oligodendrocytes.

Introduzione

Durantelo sviluppofetadle malti fattori esterni possono
indurre stati di ipossia o di infiammazione e mettere a
rischiol’integritafunzionaledel sistemanervoso centrale
(SNC). Indipendentementedal tipo di evento patologico
specifico (infezioni uterine, diminuito scambio materno-
fetale, ipossia perinatale), I’ eccessiva formazione di
radicali liberi daparte di cellule cherisiedono nel SNC
(neuroni, cellulegliali attivate, cellule endoteliai), o da
parte di cellule inflammatorie ematiche (granulociti e
monociti/macrofagi) infiltrate nel tessuto cerebrale
danneggiato, costituisce uno dei principali meccanismi
di danno cerebrale fetale e perinatale[1, 2].

| redicali liberi sono molecole atamente resttive e
instabili, a causa della presenza di un elettrone spaiato
sull’ orbitale esterno. La loro tossicita € dovuta ala
capacita di cedere (radicali riducenti) o di catturare
(radicali ossidanti) elettroni da altre molecole, come
lipidi, proteine e acidi nucleici, modificandone struttura
e funzioni. Laformazione di radicali liberi & un evento
fisiologico - essendo parte di tutte le reazioni di
ossidoriduzione del metabolismo cellulare - elacellula
ein grado di difendersi dall’ azione di queste molecole

attraverso unabatteriadi sistemi anti-ossidanti enzimatici
(superossido dismutasi, catalasi, glutatione perossidasi)
e chimici (glutatione ridotto e vitamine antiossidanti
qudi C, E, retinolo). Nel corso di eventi patologici, quali
ad esempio eventi ipossico-ischemici o infiammatori, i
sistemi di produzione di radicali liberi (O°,, OH", NO*,
ONOQ) possono superarei sistemi di neutralizzazione
di tali radicali, instaurando una condizione di stress
ossidativo (si veda per maggior dettaglio Buonocore et
al., in questo stesso fascicol o).

Radicali liberi, perossidazione lipidica
edanno cerebrale

Il cervello & un organo particolarmente suscettibile
al danno ossidativo a causa dell’ elevato consumo di os-
sigeno, dell’alto contenuto di ferro (un potente
catalizzatore delle reazioni che portano allaformazione
di radicali) e di lipidi poli-insaturi (substrati facilmente
ossidabili) e del limitati sistemi endogeni anti-ossidan-
ti. Numerosi studi clinici e sperimentali hanno dimo-
stratoil ruolo dello stress ossidativo nelle patol ogie neu-
rologiche. Tuttavia questi studi sono stati in parte osta-
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colati da una serie di difficolta tecniche dovute all’ ele-
vatareattivita ed instabilita delle specie radicaliche. La
risonanza €l ettroni ca paramagnetica (EPR) € attual mente
I’unica tecnica in grado di misurare in modo diretto i
radicali liberi, ma purtroppo le concentrazioni di queste
specie in vivo non sono sufficienti per ottenere un se-
gnal e efficacementerilevabile. Per ovviareaquesto pro-
blema vengono generalmente utilizzate come indicatori
di avvenuto stress ossidativo al cune molecole che deri-
vano dallareazione dei radicali con molecole bersaglio
quali DNA, proteine e lipidi poli-insaturi [3]. L’ abbon-
dante presenza di acidi grassi poli-insaturi esterificati
nei fosfolipidi di membrana (tra i quali |I'acido
arachidonico, precursore di mediatori lipidici quali
prostaglandine, trombossano e leucotrieni) fa si che la
perossidazione lipidica sia |’ evento di maggiore entita
nel danno ossidativo cerebrale. Da queste reazioni ori-
ginano una serie di derivati, tra cui malondialdeide e
dieni coniugati ampiamente utilizzati come indicatori
di stressossidativo. Laloro determinazione presentapero
delle limitazioni che devono essere tenutein considera
zZione per una corretta valutazione dell’ entita del danno
ossidativo. Ad esempio, la malondialdeide & soggettaa
metabolismo in vivo e sintesi ex vivo eil metodo impie-
gato per il suo dosaggio non & specifico, in quanto il
reagente su cui si basa (I’ acido tiobarbiturico) puo rea-
gire con altre sostanze e dare falsi positivi. Anche la
determinazionedei dieni coniugati presenta problemi di
specificita a causa di possibili interferenze di composti
che non derivano da perossidazione lipidica[4, 5].
Recentemente é stata caratterizzata un’ atra classe di
prodotti derivati dalla perossidazione lipidica, gli
isoprostani, che presentano alcuni importanti vantaggi
rispetto agli indicatori di stress ossidativo classicamen-
te utilizzati. Tali vantaggi sono preva entemente asso-
ciati allaloro stahilita, relativa abbondanza e disponibi-
litd di metodi analitici specifici e sensibili per la loro
misurazionein tessuti e liquidi biologici [6].

| soprostani

Gli isoprostani sono composti strutturalmente simili
ale prostaglandine, sintetizzati in vivo in seguito a
perossidazione lipidica dell’ acido arachidonico da par-
tedi radicali liberi dell’ ossigeno [7]. L' azione dei radi-
cali sull’ acido arachidonico avvienequando |’ acido gras-
so é esterificato nei fosfolipidi di membrana, dando luo-
go afosfolipidi contenenti isoprostani in posizione sn,.
Questi nuovi fosfolipidi, pit polari e meno flessibili,
possono contribuire a determinare la profonda altera-
zione delle caratteristiche chimico-fisiche delle mem-
brane che consegue a danno ossidativo [8]. | modelli
molecolari di fosfolipidi contenenti isoprostani ne mo-
strano infatti lastruttura“distorta’ rispetto a fosfolipide
nativo (Fig. 1). L’ enzimamaggiormente coinvolto nella

liberazione dell’ acido arachidonico esterificato in posi-
zionesn, elafosfolipasi A, di cui sono stateidentificate
numeroseisoforme, classificabili sommariamentein due
gruppi, citosoliche e secretorie, sullabase dellasalettivita
per I'acido grasso esterificato, dipendenza dal Ca?*, e
sensibiltaad inibitori specifici. Si ritiene chequeste stesse
fosfolipasi siano coinvolte nel rilascio degli isoprostani
dagli “iso-fosfolipidi” di membrana, e che alcune
isoforme abbiano una maggiore affinita per questi
fosfolipidi modificati. La liberazione degli isoprostani
dagli iso-fosfolipidi contribuirebbe a recupero della
struttura nativa e spiegherebbe il ruolo protettivo della
fosfolipasi A, sulle membrane danneggiate dai radicali
dell’ ossigeno [9].

Unavoltaliberati dalle membranegli isoprostani rag-
giungono diversi liquidi biologici (liquor, plasma), dove
persistono grazie allaloro stabilita chimicaeall’ abbon-
danzarelativarispetto agli altri prodotti di perossidazione
lipidica (oltre 10 volte) [10], e successivamente elimi-
nati nelle urine. In modelli animali di stress ossidativo,
gli isoprostani esterificati nel tessuti bersaglioedi livel-
li circolanti e urinari di isoprostani liberi risultano note-
volmente aumentati, indicando che queste molecol e sono
indici d'elezione dello stress ossidativo in vivo [11].

Per le caratteristiche di stabilitae abbondanza, e gra-
zZiealletecniche analitiche semplici ed affidabili che sono
state sviluppate ed affinate nell’ ultimo decennio, gli
isoprostani sono stati impiegati con successo come in-
dicatori clinici del danno ossidativo associato a varie
patologie e per valutare |’ efficacia di farmaci antiossi-
danti [12, 13].

Oltre a rappresentare un importante indice di
perossidazione lipidicain vivo, gli isoprostani possono
anche svolgere un ruolo di mediatori lipidici con speci-
ficaattivitabiologica[14, 15]. Analogamente ai deriva-
ti enzimatici dell’acido arachidonico (prostaglandine,
trombossani e leucotrieni) che regolano le funzioni
cellulari attraverso |’ attivazione di recettori di membra-
na[16], gli isoprostani sono in grado di legare in modo
specifico edi saturare alcuni di questi stessi recettori, in
particolare il recettore del trombossano A, (TXA,). Al
contrario di TXA,, caratterizzato dauntempo di emivita
estremamente breve[17, 18], I 8-epi-PGF, ,, uno dei piu
abbondanti isoprostani sintetizzati in vivo, € estrema-
mente stabile e attraverso I’ interazione con il recettore
del TXA,, potrebbe esercitare effetti biologici prolunga-
ti e potenzialmente patologici. In accordo con questa
ipotesi, € stato osservato che I’ 8-epi-PGF,, modula la
funzione piastrinicael’ adesione delle piastrine ale cel-
lule endoteliali [19, 20], € un potente vasocostrittore sia
invitro cheinvivo [21] e chetali funzioni sono mediate
dal recettore per il TXA, in quanto prevenute da anta-
gonisti specifici per questo recettore.

Alcuni studi suggeriscono inoltre I’ esistenza di un
recettore specifico per I’ 8-epi-PGF, , sebbene nonsiano
state ancora fornite evidenze molecolari dell’ esistenza
di due recettori distinti [22, 23].
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Fig. 1. - Rappresentazione schematica della formazione di isoprostani e per confronto delle prostaglandine. Gli
isoprostani (F,-isoprostani) vengono sintetizzati attraverso I'azione dei radicali liberi sull’acido arachidonico esterificato
nei fosfolipidi di membrana. Una volta formati, vengono liberati dall’'azione delle fosfolipasi (FL). Al contrario, la
sintesi di prostaglandine avviene per opera dell’enzima ciclossigenasi sull’acido arachidonico gia in forma libera. La
figura mostra inoltre I'analogia strutturale tra isoprostani e prostaglandine dovuta alla presenza di un anello
ciclopentanico. Nel caso dell'isoprostano, le due catene laterali sono in posizione cis rispetto all’anello, mentre nel
caso della prostaglandina sono in forma trans. Questa diversita strutturale spiegherebbe il loro differente comporta-
mento biologico.

| soprostani e patologie neurologiche

Ladisponibilitadi tecniche di misurazione sensibili,
specifiche e di facile utilizzo, ha consentito in questi
ultimi anni un rapido sviluppo delle conoscenze sugli
isoprostani e sul loro impiego comeindici dellaforma-
zionedi radicali liberi in molte patologie[3, 12, 24]. La
possibilita di misurare questi marcatori della
perossidazione lipidica in liquidi biologici, quali ad
esempio plasma, urinaesaliva, fornisceinfatti un meto-
do affidabile e non invasivo per determinare, in vivo o
ex vivo, I'instaurarsi di una condizione di stress
ossidativo, di seguirne I’ evoluzione e di verificare | ef-
ficienza di eventuali interventi farmacologici. La deter-
minazione del livelli di isoprostano nel liquido cerebro-
spinaehafornito unaevidenzadirettaed inequivocabile
dellapresenzadi un danno ossidativoin diverse patologie
neurologiche dell’ adulto (recentemente passate in ras-
segha da Greco et al. [25]). Ad esempio, ricerche con-
dotte dal nostro gruppo hanno dimostrato la presenzadi
livelli aumentati di isoprostano in una malattia

neurodegenerativaqualelamalattiadi Creutzfel dt-Jakob
[26] ed in una malattia su base autoimmunitaria, quale
la sclerosi multipla [27]. Nell’ambito delle patologie
materno-fetali e neonatali, sono stati condotti, ad oggi,
alcuni interessanti studi che riportano la presenzadi li-
velli alterati di isoprostano in patologie della gravidan-
zacaratterizzate dagrave sofferenzafetale, quali lapre-
eclampsiaeil diabete.

Lapre-eclampsiaéunadelle principali causedi ritar-
dodellacrescitadel feto, di nascitaprematuraedi basso
peso alla nascita. Questa patologia della gravidanza é
caratterizzata da una aumentata vasocostrizione che ge-
neraipertensione nellamadre e un diminuito apporto di
sangue e 0ssigeno a vari organi e tessuti, inclusi reni,
utero e placenta. Altre anormalita associate ala pre-
eclampsiasono I’ aumentata aggregazione piastrinicacon
coagulazione intravasale disseminata, disfunzioni
dell’ endotelio, proteinuriaed edema. Nonostantegli in-
tensi studi, lacausadellapatol ogia & ancorasconosciuta
el’unica strategiadi intervento al momento disponibile
elarimozione del feto e della placenta. La presenzanel
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plasma di donne affette da pre-eclampsia di lipidi
perossidi e di anticorpi contro forme ossidate di
lipoproteine a bassa densita [28, 29], suggerisce che
anchein questa patologiasi verifichi una condizione di
stress ossidativo. Recentemente questa ipotesi € stata
confermata da uno studio clinico in cui sono stati misu-
rati i livelli plasmatici, urinari e salivari di 8-epi-PGF, .
In questo studio [30] & stato dimostrato chei livelli pla-
smatici di 8-epi-PGF,  sono significativamente aumen-
tati in gravi forme di pre-eclampsia o di eclampsia. Al
contrario, i livelli urinari risultano diminuiti rispetto a
quelli di donne con forme meno gravi di pre-eclampsia
0 con gravidanze normotensive, probabilmente a causa
dellaridottafunzionalitarenale delle pazienti affette da
pre-eclampsiain formagrave. E' stato inoltre dimostra-
to chela concentrazione tissutale e la capacita di sintesi
di 8-epi-PGF,,, della placenta sono fortemente aumen-
tate nel caso di pre-eclampsia rispetto a gravidanze
normali [31]. Gli autori suggeriscono inoltre che |’ au-
mentata produzione di 8-epi-PGF, , nei tessuti ottenuti
da placente di pazienti affette da pre-eclampsia e
eclampsiarappresenti non solo unindicediretto del dan-
no ossidativo che si verifica in questa condizione, ma
anche un possibile meccanismo patogenetico mediante
I' azione che 8-epi-PGF, , puo esercitare sui recettori per
il TXA, presenti alivello delle cellule endoteliali ma-
terne e fetali, provocando o amplificando la
vasocostrizione, il danno endoteliale e la sofferenza
materno-fetale.

Lapresenzadi diabetein corso di gravidanzaéun’al-
tracondizione patol ogica che pud risultare in importan-
ti malformazioni fetali. Circail 25% dellegravidanzein
presenza di diabete evolvono in pre-eclampsia. Nono-
stanteil ruolo dello stress ossidativo nelle complicanze
dadiabete e nella pre-eclampsia siano note, non sono ad
oggi disponibili studi clinici che confermino un ruolo
dei danno daradicali nel corso di gravidanze diabetiche.
In uno studio recente su un modello di diabete speri-
mentale murino sono stati riportati livelli plasmatici di
8-epi-PGF,,, piu elevati nellefemmine affette di diabete
rispetto a gruppo di controllo. I livelli di 8-epi-PGF,,
non erano ulteriormente alterati nel corso della gravi-
danza. Allo stesso tempo, i livelli plasmatici fetali di 8-
epi-PGF,,, erano notevolmente pit ati nei feti nati da
madri diabetiche rispetto a quelli nati da madri non
diabetiche[32]. In un dtro studio, I'aumento dei livelli
fetali di 8-epi-PGF,, e le evidenti anormalita
morfologiche fetale venivano ridotti dalla
somministrazionein vivo ed invitro di un anti-ossidante
qualelaN-acetil-cisteina[33]. Questi studi indicano che
I"induzione di diabete sperimentale genera stress
ossidativo sia nelle madri che nel feto e suggeriscono
cheil danno ossidativo o gli stessi isoprostani possano
essere implicati nelle malformazioni embrionali asso-
ciate al diabete [34, 35].

Oligodendrociti e leucomalacia periventricolare

Laleucomalacia periventricolare (LPV) & una pato-
logia caratterizzata da gliosi e necrosi focale della so-
stanza bianca cerebral e adiacente agli angoli esterni dei
ventricoli, che colpisce prevalentemente bambini pre-
maturi con peso allanascitamolto basso (<01500g) ed &
una delle pitl comuni cause di paresi cerebrali, danni
cognitivi e motori nei bambini che sopravvivono. Il ri-
schio di LPV é particolarmente elevato in un determi-
nato periodo dello sviluppo del cervello umano, com-
preso trala 23 e 32 settimana di gestazione. Questa fi-
nestra di elevata suscettibilita & probabilmente dovuta
allaimmaturita cerebro-vascolare che rende la sostanza
bianca cerebrale particolarmente sensibile a danno
ipossicoischemico [36]. Leevidenti anormalitadei pro-
cessi di mielinizzazione, caratteristiche dellaLPV sug-
geriscono cheil principale bersaglio cellulare in questa
patologia siano gli oligodendrociti, le cellule responsa-
bile dellaformazione di mielinanel SNC [37, 38]. Du-
rante lo sviluppo ed i processi riparativi, gli
oligodendrociti estendonoi loro processi formando guai-
ne multilamellari che circondano I’ assone neuronale,
aumentando lavelocita di conduttanza nervosa. Lafor-
mazione, la crescita e il mantenimento della guaina
mielinica sono fondamentali per lo sviluppo e’ integri-
ta funzionale del SNC. Tra le cellule del cervello, gli
oligodendrociti hanno I’ attivitametabolicaossidativapiu
elevata[39] e segnali ambientali avversi o situazioni di
stress che riducano tale metabolismo possono ritardare
o inibire la corretta formazione della guaina mielinica.

Studi in vitro ed in vivo hanno dimostrato che gli
oligodendrociti maturi derivano da cellule progenitrici
attraverso un numero di stadi distinti (pre-
oligodendrociti, oligodendrociti immaturi, e
oligodendrociti maturi) definiti dall’ espressione di mo-
lecole di superficie e rispondenti a specifici fattori di
crescita[40]. La mancanza di modelli sperimentali che
riproducano nella loro interezza i processi di
demielinizzazione osservabili nellaL PV hareso diffici-
lelo studioin vivo dei meccanismi allabase dei disturbi
al processo di differenziamento dellalineaoligodendro-
citaria e di formazione di mielina. Recentemente, uno
studio autoptico [41], eseguito su 26 cervelli umani di
eta compresa tra 18 e 41 settimane di gestazione con
cause di decesso non imputabili a LPV, ha dimostrato
che durante il periodo di maggiore vulnerabilita, i pre-
oligodendrociti (caratterizzati dalla positivita per gli
anticorpi NG2 e 04, specifici rispettivamente per un
proteoglicano e un sulfatide di memebrana[42], mane-
gativi al’anticorpo O1 che riconosce un ganglioside di
membrana espresso in tempi successivi del differenzia-
mento) sono gli elementi predominanti, corrispondendo
acircail 90% delle cellule totali derivate dala linea
oligodendrocitaria. Gli oligodendrociti immaturi (iden-
tificati dalla marcatura per anticorpo O4 e O1) rappre-



sentano unaesigua popolazionetrala 182 e 272 settima-
na, per aumentare significativamente di numero a parti-
re dalla 30? settimana in coincidenza con una ristretta
localizzazione nella materia bianca periventricolare di
guaine mieliniche positive per la proteine basica della
mielina, caratteristicadegli oligodendrociti maturi.

La maggior vulnerabilita delle forme immature al
danno ipossico-ischemico é suggerita anche da studi in
vitro che utilizzano colture altamente purificate di pre-
cursori di oligodendrociti di ratto in grado di differen-
Ziarsi in vitro in presenza di fattori di crescita specifici
[38, 43-46]. In particolare, studi condotti nel nostro la-
boratorio hanno evidenziato che i precursori degli
oligodendrociti sono i piu vulnerabili aqualsiasi tipo di
insulto da radicali liberi, mentre popolazioni pit diffe-
renziate (oligodendrociti immaturi) presentano unamag-
giore resistenza. Popolazioni di oligodendrociti maturi
(con>95% di cellule positive per laproteinabasicadella
mielina), mostrano invece unaresistenzaintermediari-
spetto agli altri stadi meno differenziati (per-
oligodendrociti e oligodendrociti maturi). In accordo con
questi risultati, abbiamo osservato unamaggiore produ-
zione di 8-epi-PGF, , in seguito ad esposizione a dona-
tori di O,%, NO*, ONOO" in colture immature o piu dif-
ferenziaterispetto aleforme maturativeintermedie. Alla
base della diversa vulnerabilita a danno ossidativo dei
vari stadi di maturazione oligodendrocitaria potrebbero
essere sialacomposizionelipidicadellamembrana, che
viene modificata nel corso del differenziamento, siail
differente corredo di enzimi capaci di eliminare o ridur-
re I’accumulo dei radicali liberi (catalasi, superossido
dismutasi Cu/Zn, superossido dismutasi Mn, glutatione
perossidasi) [47].

Infine, @interessante ricordare il potenziaeruolo gli
isoprostani nel meccanismi di danno oligodendrocitario
da stress ossidativo. Come accennato precedentemente,
gli isoprostani possono svolgere una azione biologica
attraverso il riconoscimento del recettore per il TXA,,
recentemente identificato e caratterizzato in colture mi-
ste di oligodendrociti immaturi [48]. Altri autori [49]
hanno dimostrato che gli oligodendrociti sono piu sen-
sibili agli effetti di un aumento di calcio intracellulare
rispetto ad altri cellule gliali, ad esempio gli astrociti.
L attivazione del recettore TP da parte di 8-epi-PGF, ,
potrebbe contribuire attraverso questa via al danno a
carico degli oligodendrociti. Sara quindi importante in
futuro stabilire se il recettore per TXA, o il recettore
specifico per 8-epi-PGF,, siano espressi dagli
oligodendrociti anche in vivo ed in maniera dipendente
dal loro stadio maturativo.

Conclusioni

L econoscenze sugli isoprostani comeindici affidabili
di perossidazione lipidica endogena sono di recente
acquisizione [7], tuttavia gli studi di questi ultimi anni
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forniscono prove convincenti sull’ utilita di queste mo-
lecole nello studio dello stress ossidativo in molte im-
portanti patologie umane. La misurazione dei livelli di
isoprostani in liquidi biologici, come plasmaurinae li-
quido cerebrospinale fornisceinfatti un valido strumen-
to per vautare la presenza di una condizione di stress
ossidativo in vivo 0 ex vivo e soprattutto per seguire con
metodi non invasivi la progressione dei fenomeni di
danno ossidativo. Sebbene utilizzo di questi marcatori
si sia rapidamente diffuso nell’ambito delle neuro-
patologiedel’ adulto [25], il loro impiego nelle patologie
fetali e neonatali & ancoralimitato. Gli esempi riassunti
in questo articolo indicano chelo studio di queste mole-
cole pud essere di grande aiuto anche in questo tipo di
patologie. L'interesse per questa classe di lipidi & inol-
tre rafforzato dall’ azione biologica che gli isoprostani
possono svolgere in molte condizioni patologiche. Una
migliore conoscenza delle loro funzioni e la caratteriz-
zazione del loro recettore potra contribuire alla defini-
zione di nuovi potenziali meccanismi patogenetici del
danno daradicali.
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con lesione emisferica precoce
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Riassunto. - Numerose osservazioni riportate in letteratura hanno evidenziato come lesioni congenite o
acquisiteentro i primi mesi di vitaacarico di uno dei due emisferi cerebrali, possano esitare in deficit cognitivi
“fini” evidenziabili solo mediante I’ uso di strumenti raffinati di valutazione neuropsicologica. Questi studi non
si limitano a fornire utili informazioni circa le tappe relative allo sviluppo neuropsicologico del bambino ma,
soprattutto, aggiungono importanti elementi di conoscenza nella controversia “plasticita cerebrale -
specializzazione emisfericaprecoce’. Questarassegnaillustraalcuni dati sperimentali provenienti dastudi con-
dotti negli ultimi anni in bambini con lesione cerebrale focal e acquisitamolto precocemente. |1 nostro obiettivo
equello di descrivere gli effetti determinati dallalesione sullo sviluppo cognitivo di questi bambini in modo da
suggerire, eventual mente, specifici percorsi diagnogtici e riabilitativi.

Parole chiave: lesione cerebrale focale, sviluppo cognitivo, bambino.

Summary (Cognitive and linguistic developmental indexesin children with early focal brain lesion). - Pro-
spective studies of development following early focal brain injury have identified deficits across a range of
cognitive, linguistic and affective domains. In most cases these deficits are quite subtle and often not detected on
standardized behavioral tests. Nonetheless, more detailed tests of neuropsychological functioning have docu-
mented subtle, persistent profiles of impairment. These contrasting findings have been cited in defense of two
conflicting beliefs: plasticity and hemispheric equipotentiality theories on one side and early hemispheric spe-
ciaization on the other. This paper shows some experimental data concerning studies from children with an
early focal brain lesion. Our aim isto describe the effects determined by thelesion on the cognitive devel opment
and possible diagnostic and rehabilitative strategies.

Key words: focal cerebral lesion, cognitive development, child.

Introduzione

Laletteraturaneuropsicologicarelativaagli effetti di
lesioni emisferiche focali in pazienti adulti riporta
numerosissime dissociazioni tra vari domini cognitivi
(es. verbale vs non verbale, esplicito vsimplicito) e tra
competenze specifiche all’interno di ciascun dominio.
Queste dissociazioni mostrano severi e selettivi deficit
quali I'afasia, I’ aprassia, I'amnesia, I’ agnosia, I’ alessia
o I’acalculia. Viceversa, le osservazioni condotte in eta
evolutivasugli effetti di lesioni emisferiche focali sono
sorprendentemente limitate e riferiscono soprattutto
singole dissociazioni (ad es. deficit linguistici o di
funzioni percettive) e, in genere, i deficit osservabili nel
bambini riguardano aspetti cognitivi piu globali, quali il
ritardo mentale, |’ autismo, le difficoltadi apprendimento.
Anche quando gli studi documentano deficit di abilita
cognitive piu specifiche, il disturbo €in genere sfumato
enon assoluto comenelladisfasia, dislessiaodiscalculia

Laragione(oleragioni) per cui lesioni cerebrali simili
determinino effetti sulle competenze cognitive cosi
diversi in persone adulte e in bambini restano, pero,

ancorada chiarire. Un motivo possibile & che le lesioni
cerebrali focali, quali ad esempio lesioni tumorali,
vascolari, traumatiche, avvengano meno frequentemente
nei bambini che negli adulti. Un atro motivo & che le
ricerche in bambini con lesioni focali siano ancora
“episodiche” e che quindi si riferiscano a popolazioni
limitate. Comunque, a spiegazione di tali differenze
bisogna considerare un ulteriore motivo: gli effetti di
lesioni cerebrali focali acquisite in epocamolto precoce
dello sviluppo sono qualitativamente diversi da quelli
chesi verificano in etaadultain quanto lalocalizzazione
cerebrale di singole e specifiche funzioni cognitive
emerge gradualmente durante lo sviluppo partendo da
una organizzazione cerebrale almeno inizialmente
indifferenziata[1].

Nonostantei numerosi interrogativi non ancorarisolti,
gli studi che si riferiscono agli effetti delle lesioni
emisferiche focali sullo sviluppo cognitivo appaiono di
grande interesse non solo per i loro risvalti clinici ma
anche e soprattutto per le loro implicazioni teoriche.
Questi studi, infatti, non si limitano a fornire utili
informazioni circa le tappe relative allo sviluppo
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neuropsicologico del bambino ma, soprattutto, aggiun-
gono importanti el ementi di conoscenzasullebasi neurali
cheguidano lo sviluppo cognitivo. In questo ambito, uno
dei temi da sempre discusso € rappresentato dalla
controversia “plasticita cerebrale vs specializza-zione
emisferica precoce”.

Laplasticita cerebrale si riferisce all’ assunto teorico
secondo il quale il cervello nelle prime fasi del suo
sviluppo & particolarmente flessibile ed el astico, cioe pud
mostrare un recupero sensibile dopo lesioni che in un
adulto avrebbero, invece, effetti irreversibili. I principio
ispiratoredellaplasticitaillimitataé stato per anni quello
di Kennard [2], dedotto da esperimenti condotti su
animali. In particolare unalesione provocata nelle aree
motorie e premotoriedellacortecciacerebraledi scimmie
giovani produceva deficit irrilevanti rispetto a lesioni
analoghe prodotte in scimmie adulte. L’ipotesi della
plasticitd senza limiti coincide con la teoria
dell’ equipotenziaita emisferica enunciata nel 1967 da
Lennenberg [3]. Secondo questateoriagli emisferi sono
equipotenziali alla nascita e la specializzazione
emisfericasi sviluppa gradualmente nel tempo, sotto il
duplice impulso dello sviluppo anatomo-funzionale del
cervello e della stimolazione ambientale.

Il risultato finale & un assetto funzionale emisferico
asimmetrico come quello degli adulti. Secondo questa
teoria, quindi, unalesione emisferica, siaessacongenita
0 acquisita precocemente, pud essere completamente
recuperata dalle aree non lese al’interno dell’ emisfero
leso o dall’emisfero sano [4]; inoltre questa plasticita
perde di potenza via via che si procede verso un
funzionamento cognitivo adulto. Con il procedere della
specializzazione emisferica, la plasticita cerebrale si
ridurrebbe progressivamente rendendo impossibile un
recupero completo.

In contrasto con queste osservazioni, pero, numerosi
autori hanno mostrato come, nonostante i bambini con
lesione cerebral e focal e precoce mostrino unaevol uzione
cognitiva clinicamente normale, alcuni lievi deficit
linguistici o visuo-spaziali possano essere evidenziati
mediante!’ utilizzo di strumenti neuropsicologici raffinati
[5-10Q]. Di conseguenza, in contrapposizione alateoria
dell’equipotenzidita si € andata via via affermando la
teoria dell’ anti-equipotenzialita o dell’invarianza della
specializzazione emisferica. Kinsbourne [5] sostiene che
gli emisferi cerebrali possiedono, gia alla nascita, un
certo grado di specializzazione emisferica e che sono
sede di un programma genetico biologico che li
differenzia. Questo significache unafunzione puod essere
processata, nei suoi aspetti piu raffinati, solo dal suo
emisfero e, in caso di lesione solo gli aspetti elementari,
manon gli aspetti pi sofisticati, possono essere vicariati
dall’ emisfero sano. Anchelelesioni prenatali o connatali
non sarebbero, quindi, del tutto recuperabili.

Sostegno oraallateoriadell’ equipotenziaita, oraala
teoria della specializzazione emisferica precoce, € stato
fornito danumerosi autori (Tab. 1).

Woods e Teuber [11] sostengono che bambini con
lesioni acarico di un emisfero, evolvono cognitivamente
allo stesso modo di bambini con lesioni controlaterali,
purché la lesione sia precoce. Secondo Hecaen [12], il
recupero & completo selalesionecerebraeavvieneprima
dei 5 anni di vita

Woods e Carey [13] sottolineano come bambini con
lesioni precoci a carico dell’emisfero sinistro non
presentino deficit linguistici, mentre & possibile
evidenziare tali deficit in caso di lesioni insorte
tardivamente.

A sostegno della teoria della specializzazione
emisfericasi possono citare, invece, i lavori di Vargha
Khadem et al. [6], i quali hanno descritto deficit
linguistici intutti i soggetti con lesione cerebralesinistra,
sia connatale sia acquisita, daloro esaminati. Ulteriore
supporto atale teoria viene fornito anche da altri autori
[7, 10, 14]. Inredtai risultati degli studi asostegno della
teoriadellaspecializzazione emisferica precoce appai ono
spesso contraddittori traloro. Cosi, recentemente, molti
autori sono giunti a rivalutare I'ipotesi della
equipotenzialita e I’ atteggiamento oggi prevalente
quello di ritenere che né la teoria della specializzazione
precoce, né la teoria della equipotenzialita appaiono di
grande aiuto se considerate come un assunto assoluto
ma, piuttosto, si tende aritenere chel’ equipotenzialitae
la specializzazione precoce siano gli estremi di un con-
tinuum|[1, 15]. Secondo questo punto di vistaunalesione
emisfericasinistra, ad esempio, pud provocareuniniziale
ritardo nelle fasi piu precoci dello sviluppo del
linguaggio; successivamente, laplasticitacerebrale pud
permettere ad altre aree cerebrali di mediare funzioni
linguistiche proprie delle aree danneggiate.

Da un punto di vista clinico, osservazioni di questo
tipo appaiono utili anche nella valutazione e nel follow
up di bambini nati preterminei quali spesso presentano
gli esiti di una sofferenza cerebrale di natura vascolare.
Questi bambini, infatti, possono presentare, oltre adefi-
cit motori, difficolta cognitive di gravitavariabilele cui
conseguenze sullo sviluppo possono essere contenute
da una diagnosi precoce ed un pronto intervento
riabilitativo. Anchein questo caso laplasticitacerebrale
pud quindi vicariare il ruolo che aree cerebrali
eventualmente danneggiate esercitano, sulla base di
programmi geneticamente determinati, sullo sviluppo
cognitivo.

Questa rassegna illustra alcuni dati sperimentali
provenienti dastudi condotti negli ultimi anni in bambini
con lesione cerebrale focale acquisita molto
precocemente. |l nostro obiettivo € quello di descrivere
gli effetti determinati dalla lesione sullo sviluppo
cognitivo di questi bambini in modo da suggerire, even-
tualmente, specifici percorsi diagnostici e riabilitativi.



547

Tabella 1. - Revisione di alcuni studi relativi agli effetti di lesioni cerebrali focali sullo sviluppo cognitivo

Studio n. casi Caratteristiche Esami Risultati
cliniche diagnostici
Woods [23] Sn=27 In parte con lesione acquisita, TAC Lesi sn e dx
Dx=23 e in parte con epilessia (in alcuni casi), precoci
WISC VIQ e PIQ ridotto,
lesi dx tardivi
PIQ ridotto
Riva e Cazzaniga [7]  Sn=22 In parte con lesione acquisita, TAC Lesi sn precoci
Dx=26 nessun caso di epilessia (in alcuni casi), VIQ e PIQ ridotto,
WISC lesi dx
PIQ ridotto
Riva et al. [24] Sn=8 Alcuni casi con TAC Lesi sn
Dx=8 epilessia (in tutti i casi), VIQ e PIQ ridotto,
WISC lesi dx
PIQ ridotto
Nass et al. [25] Sn=15 Tutti con lesione congenita, TAC Lesi sn
Dx=13 nessun caso di epilessia (in tutti i casi), PIQ ridotto,
WISC lesi dx
VIQ e PIQ ridotto
Banich et al. [26] Sn=27 In parte con lesione acquisita, TAC Nessun confronto
Dx=14 non riferita la presenza (in tutti i casi), diretto tra dx e sn
0 meno di epilessia WISC, WAIS,
Stanford Binet
Vargha-Khadem Sn=42 Tutti con lesione congenita, TAC o RMN Lesidx e sn
et al. [27] Dx=40 gruppi con o senza WISC-R basso PIQ;
epilessia a confronto lesi dx e sn
con epilessia
basso VIQ e PIQ
Vicari et al. [28] Sn=17 Tutti con lesione congenita TAC e/o RMN Lesidx e sn
Dx=18 nessun caso di epilessia (in tutti i casi), deficitari rispetto ai
WISC-R e test ai controlli in prove

neuropsicologici

prassico-costruttive;
lesi sn deficitari

in prove di fluidita
verbale

Sn: sinistro; Dx: destro; WISC: Wechsler intelligence scale for children; V1Q: verbal intelligence quotient; P1Q: performance intelligence

quotient; WAIS: Wedyler intelligence scale for adults.

Abilita visuo-spaziali

Lacapacitadi analis spaziale consiste nel codificare
un set di elementi presentati visivamente e, quindi, nel
riorganizzare questi elementi per formare un insieme
coerente ed integrato.

Sugarman [16] ha dimostrato la presenza di un
processo evolutivo nell’ acquisizione di queste abilita
Bambini di 18 mesi di eta posti di fronte ad un compito
di organizzazione di materiale presentato visivamente
(come, ad esempio, unaserie di giocattoli) raggruppano
soltanto untipo di oggetti (ad esempio dei cubi di legno).
Dai 24 mesi, invece, i bambini cominciano ad esserein

grado di organizzarepiu class di oggetti, maunicamente
in modo sequenziale (primauno poi un atro e cosi via).
E’' soltanto dai circa30 mesi di etachei bambini riescono
a realizzare classi spazialmente separate di oggetti,
passando indifferentemente daunacategoriaad un’ altra.
Cosi I’ evoluzione nella concettualizzazione dei rapporti
tra classi di oggetti si traduce in un cambiamento
sistematico nell’ attivita di raggruppamento spaziale.

Cosasuccede nei bambini conlesione cerebralefocale
acquisita precocemente?

Stiles et al. [17, 18], hanno dimostrato che bambini
di 2-3 anni di etaeconlesioneemisfericadestraevolvono
normalmente nella comprensione delle relazioni tra
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classi, ma risultano in ritardo in attivita di raggrup-
pamento spaziale. Inoltre, questi bambini producono un
numero limitato di relazioni spaziali rispetto ai normali
eal bambini conlesione emisfericasinistra. Ad esempio,
bambini di 2-3 anni con lesione destra sono in grado di
sovrapporre cubi 0 porre un oggetto al’interno di un
altro, manon riescono ad accostare due cubi traloro per
estendere le loro costruzioni nello spazio. Questo tipo
di compito & svolto invece correttamente da bambini
normali e da bambini con lesione sinistra gia all’ eta di
24 mesi.

| bambini con lesione destra, mostrano di
comprendere relazioni traclassi diverse. Il loro deficit &
piuttosto funzione della loro difficoltd a cogliere le
relazioni spazidli.

Deficit nell’analisi spaziale sono stati evidenziati
anche in bambini con lesione emisferica sinistra.
Bambini di 3 anni con lesione sinistra producono, in un
gioco con blocchi, costruzioni mediamente piu semplici
di coetanei normdi [17, 18]. A 4-5 anni bambini con
lesione sinistra eseguono costruzioni adeguate ai loro
controlli per correttezza, ma utilizzano procedure piu
semplici; ala stessa eta bambini con lesione emisferica
destra eseguono modelli meno corretti e mediante
processi pitl semplici. Ancoraa5-6 anni di eta bambini
con lesione (sinistra o destra) eseguono costruzioni
adeguateai loro controlli per correttezza, ma, adifferenza
di questi ultimi, impiegano procedure di esecuzione
mediamente pit semplici.

| bambini con un danno emisferico precoce mostrano
destini evolutivi molto diversi asecondadellasededella
lorolesione: i bambini con unacompromissionedel lato
sinistro mostrano al cune difficolta piuttosto modeste che
non sembrano incidere sullo sviluppo delle capacita di
integrazione spaziale. Viceversa, i bambini con una
lesione a carico dell’emisfero destro mostrano uno
sviluppo pit lento e qualitativamente diverso da quello
osservabile in coetanei normali caratterizzato,
comunque, anche dalla produzione di configurazioni
spaziali complesse, mapoco ordinate e con gli elementi
costitutivi mal integrati traloro.

Riassumendo, mentre i bambini con lesione sinistra
mostrano difficolta nel codificare un set di elementi
presentati visivamente ovvero nel coglierele componenti
costitutive dello stimolo (andisi), i bambini con lesione
destra hanno maggiori difficolta nell’ integrazione di
guesti elementi per formare un insieme coerente
(integrazione).

E’' interessante notare che questo profilo di
comportamento é indipendente dalla estensione della
lesione e, in particolare, dallasualocalizzazionein sede
corticale o sottocorticale. Vicari et al. [19], infatti, hanno
dimostrato profili paragonabili in bambini con lesione
corticale einlesione sottocortical e, suggerendo cosi una
maggiore rilevanza del lato della lesione piuttosto che
della sua estensione.

[l linguaggio

Molti dei lavori presenti in letteratura sugli effetti
determinati da lesioni cerebrali focali acquisite
precocemente sullo sviluppo cognitivo affrontano
specificatamentele caratteristiche del linguaggio. Come
abbiamo avuto modo di vedere, molti dei risultati
riportati sono perd spesso traloro contraddittori. Infatti,
mentre alcuni studi non documentano alcun deficit nel
processamento del linguaggio, altri evidenziano
difficoltapit o meno persistenti nel tempo. E' importante
notare cometali deficit, qualorapresenti, non sembrano
corrispondere a quanto osservabile in adulti con lesioni
in territori cerebrali simili: ancora unavolta, gli effetti
provoceti daunalesione cerebrale sono diversi aseconda
dell’etdin cui questa si verifica. In particolare, acuni
autori segnalano come bambini con lesione emisferica
precoce destra possano presentare difficolta in
comprensionelessicale, mentre bambini conlesionedelle
aree corticali posteriori dell’ emisfero sinistro presentano
spesso un deficit in produzione lessicale. Inoltre, tali
deficit sono piti evidenti in eta precoci e divengono via
via, nel corso dello sviluppo, meno evidenti (per una
rassegnasull’ argomento vedi [20]). Sullabase di queste
osservazioni, quindi, una lesione emisferica sinistra
potrebbe provocare un iniziae ritardo di acquisizione
del linguaggio e, successivamente, altre aree cerebrali,
non coinvoltedall’ evento lesional e, potrebbero mediare
le funzioni linguistiche normalmente processate dalle
aree danneggiate. La valutazione delle prime fasi di
acquisizionedel linguaggio diviene cosi di fondamentale
importanza per poter comprendere il ruolo di ciascun
emisfero nel processamento del linguaggio ed il
contributo della plasticita cerebrale nei processi di
recupero post-lesionali.

Gli studi condotti intal senso sono, pero, a momento,
molto pochi. Recentemente abbiamo realizzato una
ricercail cui scopo é stato proprio quello di verificareil
ruolo svolto dai dueemisferi nelleprimefasi di sviluppo
del linguaggio. A tal fine abbiamo analizzato lo sviluppo
lessicale di un ampio gruppo di bambini con lesione
emisferica precoce. Lo studio rappresenta una
collaborazione tra due laboratori di ricerca, Santa
Marinella (Ospedal e Pediatrico Bambino Gestl), e Pisa
(Istituto Stella Maris). Il campione sperimentale &
costituito da 43 bambini (27 maschi, 16 femmine) 20
con lesione emisfericadestra, 23 con lesione emisferica
sinistra, selezionati secondo i seguenti criteri di
inclusione:

- lesione cerebrale unilaterale precoce (insorta entro
i primi sei mesi di vita) e di naturavascol are confermata
da un esame neuroradiologico (TAC o RMN);

- assenzadi epilessiagraveodi trattamento prolungato
con farmaci antiepilettici;

- anamnesi negativa per anossia perinatale e per
infezioni acarico del SNC.



Tutti i bambini sono stati colpiti da una lesione
cerebrale focale incorsa in epoca prenatale od entro i
primi sei mesi di vita.

Lo sviluppo comunicativo e linguistico dei bambini
e stato valutato proponendo ai genitori dei bambini
inclusi nello studio il Primo Vocabolario del Bambino
PVB [21], versioneitalianadel Questionario MacArthur,
caratterizzato da due forme:

- laforma 1 (gesti e parole), per bambino dagli 8 ai
17 mesi che é costituita da una lista di 408 parole
suddivise in 19 categorie comprendenti nomi, predicati
efuntori; e daunalistadi 63 gesti. Per quanto riguarda
le parole i genitori debbono segnare sia quelle che il
bambino comprende sia quelle che dice. Relativamente
ai gesti vengono indicati solamentequelli cheil bambino
utilizza;

- laforma2 (parole e frasi), per bambini dai 18 ai 30
mesi, é costituitada unalistadi 670 parole divisein 23
categorie ed i genitori devono segnare quelle che il
bambino produce. In questa seconda forma vi & anche
unaparte dedicataall’ utilizzo del singolare edel plurale
dei nomi, dei verbi edegli aggettivi. Infinevi éunaparte
in cui vengono presentate 37 coppie di frasi. Ciascuna
comprende una frase completa ed il genitore dovra
seghare quella che pit assomiglia ala produzione del
proprio bambino. Questa parte & utile per lavalutazione
del diverso grado di complessitamorfol ogicae sintattica
prodottadai bambini.

Nel consegnare una delle due forme ai genitori
abbiamo scelto di seguire un criterio per sviluppo
linguistico, piuttosto che un criterio di et& cosi, € stata
conseghatalaforma 1 a genitori dei bambini in grado
di produrreameno qualche parolaelaforma?2 ai genitori
dei bambini in grado di produrre una combinazione di
parole o una piccolafrase. Seguendo questa procedura,
12 bambini con lesione sinistra hanno ricevuto laforma
1 (etamedia= 23,5 mesi, rangedal6a33 mesi) ellla
forma 2 (etd media = 32 mesi, range da 24 a 42 mesi)
del questionario; 11 bambini con lesione destra hanno
ricevuto laformal (etd media= 24,5 mesi, range da 13
a36 mesi) e9laforma2 (etdmedia= 34,6, mesi, range
da 24 a 46 mesi). Le eta dei bambini non differiscono
statisticamente, cioé i bambini sono simili per eta
cronologica, F (1,18) = 0,38.

| risultati ottenuti consentono una valutazione della
comprensione edellaproduzionelessicale del campione
selezionato.

Comprensione lessicale

Sono state presein considerazionele parole comprese
dai bambini con lesione destra e sinistra nella forma 1
del questionario (gesti e parole). E' stata condotta una
ANOVA ad una via, con il numero di parole prodotte
come variabileindipendente elasede dellalesione come
variabile dipendente. | dati mostrano chei bambini lesi
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sinistri comprendono un numero minore di parole
rispetto ai loro coetanei con lesione destra, ma non si
rilevaunadifferenzasignificativa, F (1,21) = 1,36, trail
numero medio di parole comprese dai bambini con
lesione sinistra (14,4, DS = 2,7) e quelle comprese dai
bambini con lesione destra (15,7, DS = 2,9).

Produzione lessicale

| risultati ottenuti documentano, innanzitutto, un ri-
tardo nella produzione lessicale in entrambi i gruppi.

LaFig. 1 mostrale prestazioni di ciascun bambinoin
riferimento a valori normativi del PVB. Come é evi-
dente, ad eccezione di tre bambini con lesione destraed
altrettanti con lesione sinistra, i bambini inclusi nel no-
stro studio mostrano una produzione lessicale inferiore
aquella attesa sulla base dell’ eté cronologica.

Le due forme del questionario contengono liste di-
verse di parole; per questo motivo sono state condotte
due ANOVA ad unavia, unaper le parole prodotte nella
forma 1 ed unaper le parole prodotte nellaforma 2. Per
entrambe le analisi, la sede della lesione costituiva la
variabileindipendente ed il numero medio di parole pro-
dotte la variabile dipendente.

Forma gesti e parole. - L’analisi statistica ha
evidenziato una differenza significativa trala media di
parole prodotte dai bambini con lesione sinistrarispetto
ai bambini con lesione destra, F (1,21) = 7,48, p[1<0,05;
i bambini con lesione sinistra producono meno parole
(3,24, ds = 2,41) dei bambini con lesione destra (7,65,
ds=4,9).

Forma paroleefrasi. - In questo caso, I’ analisi stati-
sticanon evidenziapiu unadifferenzasignificativatrai
due gruppi, F (1,18) = 2,53. Alle eta considerate (32-34
mesi) i bambini con lesione sinistra producono un nu-
mero maggiore di parole (18,93, ds = 5,9) rispetto ai
loro coetanei con lesione destra (14,99, ds = 4,96).

| nostri dati sembrano confermare il ruolo fonda-
mentale svolto dall’emisfero sinistro nelle prime fasi
dell’ acquisizione del lessico: i bambini lesi sinistri pro-
ducono meno paroledei coetanei con lesione emisferica
destra. Allo stesso tempoi risultati descritti evidenziano
un certo recupero, nel tempo, nellaproduzionelessicale
dei bambini con lesione sinistra. E’ stata condotta una
ANOVA adue vie per evidenziare questo recupero. Le
variabili indipendenti sono costituite dal numero medio
di parole prodotte nelle due forme del questionario, la
sede della lesione € la variabile dipendente. | risultati
evidenziano unainterazione significativa: i due gruppi
non hanno, nel tempo, lo stesso andamento. Ad eta pre-
coci (23-24 mesi), i bambini con lesione sinistra parto-
no svantaggiati rispetto a bambini con lesione destra,
mapoi sembrano recuperare e superare, trai 32-34 mes,
i loro coetanei, nel numero di parole prodotte (Fig. 2).

Allalucedei risultati riportati, i bambini con lesione
cerebrale focale (destra o sinistra) mostrano un ritardo
nella acquisizione del lessico (almeno nelle eta
esplorate). Inoltre, i bambini con lesione a carico
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Fig. 1. - Eta di produzione lessicale in rapporto all’eta cronologica dei bambini con lesione emisferica precoce.

dell’ emisfero sinistro con eta di 23-24 mesi mostrano,
rispetto ai coetanei con danno controlaterale, difficolta
nella comprensione lessicale e producono un numero
significativamente minore di parole. Questo pattern,
pero, non & pit evidenziabile per etd maggiori (32-34
mesi).

| nostri dati sembrano confermareil ruolo principale
svoltodall’ emisfero sinistro nell’ acquisizionedel lessico
(infase precoce) ed il ruolo dellaplasticitacerebrale per
un recupero, nel tempo, di tale abilita. Allo stesso tempo
i risultati descritti suggeriscono un coinvolgi-mento
dell’emisfero destro nell’acquisizione del lessico
(almeno in fasi meno precoci di sviluppo).

Conclusioni

| dati della letteratura ed i risultati di acuni recenti
lavori sembrano indicare come anchelesioni emisferiche
limitate ed acquisite molto precocemente determinino
effetti pit 0 meno rilevanti sullo sviluppo cognitivo e,
in particolare, sui tempi di acquisizione di alcune
competenze. Queste osservazioni forniscono un
importante sostegno all’ipotesi di una specializzazione
funzionale dei due emisferi cerebrali presente gianelle
primissime fasi dello sviluppo e, quindi, con tutta
probabilita, frutto di unaprogrammazione geneticamente
determinata. Cio nonostante, gli effetti negativi deter-
minati dalesioni cerebrali acquisite molto precocemente
sullo sviluppo cognitivo, si riducono nel corso della
crescita. Questaseconda osservazione, fornisce sostegno

all’ipotesi della plasticita cerebrale ed ai suoi possibili
meccanismi di compenso. Resta difficile da definire se
questasortadi attivitariparatrice possaassolverein pieno
il suo compito o se modesti deficit nel funzionamento e
processamento di compiti cognitivi siano sempre
osservabili nel corso dello sviluppo. Molte recenti
osservazioni sembrano propendere per questa seconda
possibilita (si veda[20] per unarevisione).
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Fig. 2. - Prestazioni ottenute nel Primo Vocabolario del
Bambino, dai bambini con lesione emisferica precoce.



| bambini con lesione cerebrale focale giungono ai
servizi territoriali per il loro disturbo motorio (emiparesi
spasticacontrolaterale alasede dellalesione) e, per tale
motivo, svolgono frequentemente terapia riabilitativa
motoria fin dai primi mesi di vita. Quanto da noi
segnal ato dimostra, perd, che questi bambini sono anche
a rischio per un ritardo di linguaggio e difficolta
nell’analisi visuo-spaziale. Una attenta valutazione
neuropsi col ogica deve essere quindi raccomandata agli
operatori che hannoin curaquesti bambini anche quando
esami psicometrici (ad es. il QI) dovesserorisultarenella
norma. E’ stato, infatti, ampiamente documentato come
le difficolta cognitive che questi bambini spesso
presentano si associano per lo pit alivelli di QI normali.
Una diagnosi precoce di eventuali difficolta cognitive,
anchein questi bambini, consentelarealizzazione di un
intervento riabilitativo specifico che puo rivelarsi
decisivo nell’ evitare la cronicizzazione del disturbo (o
dei disturbi) elacomparsadi difficoltapit gravi di fronte
a richieste pit complesse (come ad esempio con
I'inserimento nella scuola elementare).
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Riassunto. - | neonati gravemente pretermine (eta gestazionale < 32 settimane) e/o very low birth weight
(VLBW, con peso ala nascita < 1500 g) costituiscono oggi il 2% di tutti i nati con un’incidenza destinata ad
aumentare con |’ aumentare delle gestazioni multiple e delle gravidanze in eta avanzata. Tali bambini possono
presentare deficit neurologici maggiori (6-10% dei casi), ma spesso riportano disabilita minori (disturbi
dell’ attenzione eiperattivita, deficit di apprendimento edi interazione sociale, problemi dello sviluppo motorio)
di difficile diagnosi, spesso riconosciute solo in eta prescolare o scolare. Viene riportata una rassegna delle
conoscenze attuali sullavalutazionedi fattori potenzialmentedi rischio per i disturbi dello sviluppo neurocognitivo
in eta prescolare e per 1o stress emotivo postnatale materno, e delle loro inter-relazioni.

Parole chiave: prematurita alla nascita, basso peso ala nascita, sviluppo neurocognitivo, fattori socio-
ambientali.

Summary (Effects of social and environmental factors on neurocognitive performances of pre-school children
born premature or very low birth weight). - Severely preterm neonates (gestational age < 32 weeks) and/or very
low birth weight (VLBW, with weight at birth < 1500 g) are 2% of all newborns, with arising incidence due to
the increase of multiple gestations and of pregnancies at advanced age. These neonates may be affected by
severe neurological pathologies (6-10% of cases), but they often have minor disabilities (such as distractibility,
hyperactivity, learning and social competence disabilities, deficit of motor development) difficult to be early
diagnosed, and frequently recognized only at pre-school or school age. A review of the current knowledge about
the effects of potential risk factors responsible for deficits of neurocognitive development in pre-school age and
for postnatal distress of mothers, and their inter-correlations, is reported.

Parole chiave: premature birth, very low birth weight, cognitive development, socia and environmental

factors.

Introduzione

| continui progressi nell’assistenza al neonato
gravemente pretermine (etagestazional e < 32 settimane)
e/o very low birth weight (VLBW, con peso alla nascita
= 1500 g) hanno prodotto un aumento notevole nei tassi
di sopravvivenza. Tali neonati sono meno del 2% di tutti
i nati [1] elaloroincidenzaéin aumento conl’ aumentare
delle gestazioni multiple e di quelle in donne in eta
avanzata. Tuttavia, se la mortalita di questi neonati e
diminuita, restaancoramolto elevatal’ incidenzadi esiti
neurologici. | bambini nati pretermine e/o VLBW
costituiscono infatti una grossa parte dei bambini con
deficit neurologici maggiori; in particolare, I’incidenza
di paralisi cerebralenei neonati di peso molto bassovaria
dal 6 al 10% eil 40% dei pazienti con paralisi cerebrale
aveva un basso peso ala nascita [2, 3]. Questo dato,
secondo acuni autori, € in aumento, essendo propor-

zionalmente molto aumentato il numero dei bambini con
piu basso peso che riesce a sopravvivere grazie
all’ assistenza sempre piu perfezionata. Altre sequele
importanti dellaprematuritae/o basso peso sonoi deficit
sensoriali dellavistae, meno frequentemente, dell’ udito:
entrambi possono incidere pesantemente sullo sviluppo
del bambino, provocando ritardo dello sviluppo
psicomotorio e del linguaggio e aumentando il rischio
psicopatologico. Oltre a questi esiti, definiti maggiori,
sono riportati inletteraturadisturbi di sviluppo cosiddetti
minori, per i quali non sembrano esservi correlazioni
significative con la patologia in epoca neonatale. Ad
eziologia ancora poco chiara ma presumibilmente
multifattoriale (organica, psichica e relazionale), i
disturbi di sviluppo si concretizzano in problemi dello
sviluppo motorio, dell’ apprendimento e del comporta-
mento. | numerosi studi di follow up, ormai disponibili
in letteratura, sono generalmente centrati sul versante
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cognitivo dello sviluppo; negli ultimi anni, altri studi si
sono proposti di valutare in che modo la nascita
prematura possa influenzare lo sviluppo dell’ organiz-
zazione della vita mentale del bambino. Pur essendo i
risultati di questi studi poco standardizzabili e
generalizzabili (date le notevali difficoltd metodolo-
giche), sembrano segnalare in modo unanime che
“... i bambini nati pretermine mostrano di averedifficolta
pitl 0 meno intense un po’ in tutte le aree di sviluppo”,
particolarmente nel campo dell’ alimentazione, dei ritmi
sonno-veglia, dell’ organizzazione motoria e dello
sviluppo e utilizzazione del linguaggio pur senza
presentare quadri patologici chiari [4].

Lamaggior parte dei deficit di sviluppo gravi viene
diagnosticata entro il primo anno di vita del bambino,
mentre il riconoscimento delle disabilitd minori sia
motoriechedi carattere cognitivo restadifficile e spesso
avviene solo in eta prescolare o scolare. In particolare, i
disturbi dell’ attenzione e I'iperattivita, i deficit di
apprendimento e di interazione social e possono risultare
evidenti solo quando i bambini fanno il loro ingresso
nellascuolaeil confronto coni coetanel rende manifesti
agenitori ed insegnanti comportamenti e performances
inadeguati [5]. L' associazione tra il basso peso alla
nascita (pretermine o a termine che sia) e un minor
successo scolastico, misurata come incidenza di
bocciature durante il corso normale di studi o come
necessita di ricorrere a corsi speciali di istruzione,
dimostrata in ricerche condotte da sociologi [6] e
psicologi [7, 8] statunitensi. Il ritardo nelladiagnos delle
disabilitd minori pud comportare la mancata o la hon
tempestiva adozione di eventuali interventi terapeutici
quali strategie di supporto psicopedagogico, di
counselling familiare e, nei casi piu marcati, di terapie
riabilitative mirate a migliorare le performances
maggiormente compromesse.

I counselling familiare pud essere di grande aiuto
anche per prevenire o almeno mitigarelo stressemotivo
postnatale materno che, secondo alcuni autori, colpisce
circail 28% dellemadri di neonati ad alto rischio, contro
il 10% circadelle madri di neonati normali [9]. Anchei
padri di neonati ad alto rischio sono soggetti atale tipo
di stress, sebbene con unaminoreincidenzarispettoale
madri [10-12]. Lo stress emotivo postnatale dei genitori
puo essere a sua volta associato ai disturbi comporta-
mentali e alo sviluppo cognitivo del bambino, insieme
ad altri fattori legati a genitori, siadi natura ereditaria
siadi carattere educativo[13]. Ledifficoltaemotivedella
madre e |'evoluzione difettosa del processo di
attaccamento possono tradursi in rifiuto e aggressivita
verso il figlio [14]. E' ormai riconosciuta I’ utilita nei
centri di terapia intensiva neonatale di figure
professionali come lo psicologo o il neuropsichiatra
infantile che svolgano un lavoro di formazione degli
operatori edi sostegno ai genitori del neonati pretermine
per evitarein loro lo sviluppo di percezioni alterate nei

riguardi del figlio eaiutarli invecearicostruirelapropria
relazione con lui [15, 16].

Per verificare quanto sia stato finora fatto
nell’individuazione e nella valutazione di fattori
potenzia mente di rischio sullo sviluppo neurocognitivo
inetaprescolare (3-5 anni), diamo nel seguito unabreve
rassegnacriticadei principali studi che sono stati condotti
per I'individuazione di criteri predittivi o diagnostici
precoci delle disabilitaminori del neonato pretermine €/o
VLBW e dello stress emotivo postnatale materno.
Verranno esaminati i risultati cui si & pervenuti nella
valutazione del ruolo di fattori relativi alle condizioni
alla nascita (ad esempio settimana gestazionale, peso,
parametri fisiologici e biochimici, danno ipossico con
relativa gravita, trattamenti perinatali) e ala fase di
terapiaintensiva postnatal e (ad esempio andamento dei
parametri fisiologici e biochimici, necessitd, durata e
modalita di ventilazione meccanica, trattamenti,
manipolazioni, presenza e durata di infezioni, tasso di
crescita corporea, durata della permanenza in
incubatrice). Un particolarerilievo verrainfinedato ala
valutazione del ruolo di fattori relativi all’ aspetto socio-
ambientale, come |e caratteristiche socio-demografiche
della famiglia, la frequenza e tipologia di interazioni
socidli, lapresenzadi stressemotivo postnatale materno,
la composizione familiare e I’ emotivita della famiglia
alargata.

M etodi utilizzati

E’ stata condotta una revisione dei lavori pubblicati
su riviste specializzate negli ultimi anni riguardanti
I"influenzadi diversi fattori sugli esiti neurocognitivi in
etaprescolare nel bambino nato pretermine e/o con basso
peso alla nascita.

Diversi test sono stati utilizzati, e sono tuttora
utilizzati, in diverse parti del mondo per la valutazione
degli effetti di fattori neurologici e socio-ambientali sullo
sviluppo cognitivo dei bambini. | diversi test sono
selezionati in funzione del particolare aspetto dello
sviluppo che viene studiato, e dell’ eta del bambino alla
quale lo sviluppo stesso é valutato. LaTab. 1 riportala
lista dei test valutati nei lavori considerati in questa

rassegna.

Stato dell’arte

Studi fino ad oggi condotti su neonati pretermine e/o
a temine, con peso ridotto o appropriato per |I'eta
gestazionale, senza disabilita maggiori, hanno
evidenziato I’ effetto di diversi fattori sullo sviluppo
cognitivo e comportamentalein eta prescolare e scolare.

| risultati presentati non sempre sono concordanti, in
particolare per quanto riguarda la reale importanza, sul
normale sviluppo cognitivo e comportamentale, dei



Tabella 1. - Test condotti sui bambini e/o sui genitori

555

Test Tipo di valutazione Rif. bibl.
Relativi ai bambini
APGAR Performance neonatale [17]
Neonatal Medical Index (NMI) Condizioni neonatali [18]
(basato su peso alla nascita, necessita
e durata della ventilazione assistita,
necessita e uso di farmaci o di chirurgia,
presenza di problemi cerebrali)
Bayley Scales Sviluppo cognitivo e motorio
(condotto a 12 e 24 mesi) [18-20]
Stanford-Binet Sviluppo cognitivo (condotto a 3 anni) [18, 19]
McCarthy Scales Abilita cognitive e verbali, spaziali,
of Children’s Abilities (MSCA) di memoria e motorie
(condotto a 2, ,-8, , anni) [5, 21]
WPPSI-R IQ Livello intellettivo [13]
General Intellectual Index (GlI) Indice intellettivo generale [22]
Osservazione del gioco e Competenze sociali [19]
delle interazioni sociali (condotto a 38 mesi)
Child Behavior Checklist Competenze sociali e disturbi
(CBCL) del comportamento
(condotto a 2-3 anni o0 a 7-10 anni) [5, 21]
Tester’s Rating of Child Behaviour Comportamenti di approccio/evitamento,
(TRCB) attivita, distraibilita, cooperativita [21]
Behavior Screening Questionnaire (BSQ) Problemi comportamentali in eta pre-scolare [23]
Teacher’s Report Form (TRF) Risultati scolastici
(mediante intervista agli insegnanti
all'eta di 7-10 anni) [5]
Relativi ai genitori
Mother-Child Relationship Atteggiamento materno [23]
Evaluation (MCRE)
Raven progressive matrices Abilita materna nel risolvere [13]
problemi non verbali
Child Rearing Practices Report Attitudine materna ad allevare il bambino [13]
(CRPR)
Wechsler Adult Intelligence Scale Livello intellettivo dei genitori [21]
(WAIS)
Inventory of Parents Experiences (IPE) Grado di soddisfazione materna [13]
per il supporto sociale
Symptom Check List Revised (SCL-90-R) Grado di stress psicologico materno [9, 13]
HOME inventory for families Qualita del’'ambiente domestico del bambino [21]
(fisico, sociale e culturale)
GESU Strategie di insegnamento e di controllo
delle madri sul bambino [21]
Golombok-Rust Inventory of Qualita della relazione con il marito [21]
Marital Status (GRIMS)
Edinburgh Postnatal Depressione materna [24]
Depression Scale (EPDS)
Standardized Psychiatric Interview (SPI) Depressione materna [24]

Parental Stressor Scale

Stress psicologico delle madri

9]
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divers fattori esaminati, sia quelli legati allo sviluppo
intra-uterino e/o alle condizioni neurologiche neonatali,
sia quelli relativi al livello socio-economico della
famiglia, all’ambiente di sviluppo e di crescita del
bambino, alle interazioni e all’ educazione genitoriae.
In particolare, i fattori relativi allo sviluppo intra-
uterino e alle condizioni neurologiche neonatali
sembrano essere essenzial mente legati adeficit cognitivi
e di apprendimento [25], seppure con differenze
temporali evidenziate nel fattori potenzialmentedannosi:
fase precoce della gravidanza per |'handicap
neurol ogico; secondametadellagravidanzae primi due
anni di vitadel bambino per le disfunzioni neurologiche
minori [26]. | fattori di tipo sociodemografico sembrano
acquistare maggior rilievo nella predizione di deficit
cognitivi apartire dal secondo anno di vitadel bambino,
in particolare nei neonati di piu alto peso ala nascita,
meno colpiti dacomplicanze mediche perinatali e meno
soggetti ad eventuali effetti di lunga durata di tali
complicanze rispetto ai neonati di pit basso peso dla
nascita [18]. Piu in generale, i diversi autori sembrano
concordare sul fatto che I'ata incidenza di problemi
comportamentali nei bambini nati pretermine (spesso gia
evidenziabile dall’analis di questionari somministrati
ai genitori, child behaviour checklist) siamaggiormente
correlabile con fattori ambientali, come il ceto di
appartenenza e I’ atteggiamento della madre nel primo
anno di vita del bambino, e sia solo marginamente in
relazione a danni neurologici minori, tranne che per i
bambini di bassissimo peso ala nascita[27].
L’importanza sulla prognosi del bambino di alcuni
indici di performance neonatale (come I’ Apgar), legati
esclusivamente alle complicanze mediche e allo stato di
salute e reattivita del neonato nelle primissime fasi di
vitapostnatale, sono ancoraoggetto di discussione[17].
Sono stati sviluppati altri indicatori, come ad esempioiil
neonatal medical index (NMI), basato su informazioni
facilmentericavabili dalle schede cliniche edagli esami
di routine cui i neonati prematuri vengono sottoposti nel
periodo neonatal e precoce. In particolare, I'NMI si basa
sul peso alla nascita, sulla necessita e durata della
ventilazione assistita, sulla necessitadi uso di famaci o
di chirurgiaper correggere disfunzioni o malformazioni,
sulla presenza di problemi cerebrali (meningite,
convulsioni, emorragia periventricolare o intraventri-
colare, leucomalacia periventricolare). Tale indice
risultato predittivo dello sviluppo cognitivo dei bambini
con peso ala nascitainferiore o uguale a 1500009 [18].
Deficit di attenzione e cognitivi sembrano essere
potenziati da disturbi comportamentali [5]. Entrambi
sembrano associati a disturbi nelle interazioni precoci
madre-figlio, pit frequenti in caso di depressione
postnatale maternae/o di condizioni sociali difficili (cosi
come percepite e valutate dalla madre), concernenti ad
esempio gravidanzae parto, salute del neonato, rapporti
conil partner, conlapropriamadre e con gli atri membri

della famiglia, stato sanitario ed economico della
famiglia, condizioni legate al’ abitazione, all’impiego,
aproblemi legali e ad altro [24].

Trattamenti riabilitativi precoci, comprendenti
I” educazione psicomotoria del bambino eil counselling
con coinvolgimento nelle pratiche psicomotorie del
nucleo familiare, sembrano migliorare la qualita dello
sviluppo successivo nei neonati pretermine ad alto
rischio. Essi non sembrano perd raggiungere lo stesso
livello di sviluppo neurologico e comportamentale dei
controlli atermine: cio da una parte puo dipendere da
una limitata efficacia del trattamento riabilitativo
precoce, dall’altra pud implicare la necessita di usare
diversi valori normativi per lavalutazione dellarisposta
nei pretermine [28].

Alcuni lavori [29-31] hanno dimostrato |"importanza
di trattamenti per la riduzione dello stress postnatale
familiare, soprattutto materno, che pud derivare sia dal
ricovero del neonato pretermine nella terapiaintensiva
neonatale, con le terapie invasive che la situazione
inevitabilmente comporta, sia, pit in generale, dalle
condizioni di salute del bambino [9-11, 29, 32-34]. In
particolare, uno studio condotto su genitori di bambini
condiversotipo egrado di disabilita(sindromedi Down,
malattia cardiaca congenita, labbro leporino e/o
palatoschisi, nessuna disabilitd), ha evidenziato che lo
stressgenitoria e é fortementeinfluenzato dallaseverita
della disabilita del bambino, e dalla sua eventuale
cronicita. La mancanza della prospettiva di un futuro
miglioramento e/o guarigione dalla disabilita rende piu
difficilel’ accettazione elagestione delladisabilitastessa
dapartedei genitori [12]. In generale, sembraemergere
un maggior carico di stress nelle madri rispetto ai padri
[10-12]; lo stress psicologico nelle madri sembra
influenzato, oltre che dallo stato di salute del bambino,
da fattori socio-economici, come una insoddisfacente
relazione di coppia (in particolare, per la presenza di
conflitti nella divisione dei compiti familiari), la
mancanza di un confidente da cui ricevere appoggio
psicologico, le preoccupazioni di tipo finanziario. Tali
fattori sembrano essere importanti predittori di
depressione post partum anche nei paesi latini [35].

D’ altro canto, ala maggiore suscettibilita allo stress
psicologico postnatale presentata dalle madri sembra
corrispondere anche un maggior livello di interazione
con il bambino [36, 37], che dimostra un maggior
coinvolgimento fisico ed emotivo generaledaparte delle
madri rispetto ai padri.

Vari studi sono stati condotti per verificare il ruolo
della depressione postnatale materna e dei disturbi di
interazione precoce madre-figlio sulla crescita e sul
successivo sviluppo sensorimotorio e cognitivo del
bambino.

In particolare, una ricerca condotta su bambini di 3
anni di eta, nati pretermine o atermine, figli di madri
con basso reddito, in ambiente urbano, per laval utazione



dell’ associazione fra interazioni madre-figlio durante
I'alattamento da un lato, e abilita cognitive (valutate
con il test di Stanford-Binet) e socidi (relative siaala
competenza sia alla partecipazione sociale) dall’atro
lato, hamostrato cheleinterazioni precoci madre-figlio,
nonostante unamarcata differenzafraneonati pretermine
e atermine, non predicevano né le abilita socidi né le
abilitacognitive a3 anni, che erano invece positivamente
influenzate dalla maggiore responsivita, sia sul piano
emozionalesiasu quello verbal e, manifestatadalle madri
all’etadi 20 mesi del bambino. Le abilita cognitive (ma
non quelle sociali) atreanni erano inoltre negativamente
influenzate dalla nascita pretermine. Tutto cid sembra
dimostrare che le interazioni precoci madre-bambino
durantei primi mesi di vita possono fungere da fattore
protettivo rispetto alle conseguenze alungo termine della
prematurita [19]. D’altra parte, molti studi hanno
riportato difficolta di interazione tra madre e bambino
duranteil primo anno di vita, interpretate comeil risultato
di segnali di fragilita che il bambino nato pretermine
trasmette a chi si prende cura di lui rispetto al bambino
a termine. |l bambino nato pretermine, inoltre, & un
bambino “difficile” durante il primo anno di vita, con
unaautoregolazioneinsufficiente che conduce adisturbi
del sonno e dell’ alimentazione che aumentano le ansie
e le preoccupazioni dei genitori [19, 38].

Al contrario, uno sudio prospettico condotto sui figli
di 204 madri che avevano precedentemente parteci pato
ad una ricerca sulla propria salute mentale durante la
gravidanza e il primo anno postnatale ha mostrato che
mediamente, al’etd di 3 anni e 10 mesi, i figli di madri
depresse duranteil primo anno post partumsi classificano
circal SD (deviazione standard) piu in basso sui test
standardizzati dellacapacitaintellettivaraggiuntarispetto
ai figli di madri non depresse, anche tenendo conto di
fattori quali problemi comportamentali generali, pesoalla
nascita, punteggi ai test di intelligenza dei genitori,
interazioni madre-figlio, allattamento a seno [21].

Analogamente, dauno studio condottoin un campione
di primipare a basso rischio, sugli effetti della
depressione e dell’ avversione materna sulle interazioni
ViSO a viso madre-neonato a due mesi, e sul successivo
sviluppo cognitivo e attaccamento alla madre da parte
del bambino, i disturbi nelle interazioni precoci madre-
neonato sono risultati predittivi di un minore sviluppo
cognitivo a 18 mesi. L’ attaccamento del neonato &
risultato non associato alla qualita delle interazioni a 2
mesi, maassociato al’ avversione e alladepressione post
partum materna [24].

Inaltre, uno studio longitudinal e, condotto su 67 madri
di neonati particolarmente vulnerabili ala dimissione
dall’ unita di terapia intensiva neonatale e a 6, 12 e 16
mesi dopo lanascita, per descriverei fattori prognostici
dell’ adattabilita materna, ha mostrato che lo stress
materno, misurato come sintomi depressivi utilizzando
I’ Epidemiol ogic Sudies Depression Scale, éinfluenzato
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dalle caratteristiche materne, dallo stress derivante
dall’ ambiente ospedaliero edal livello di preoccupazione
materna per la salute del neonato. Inoltre, i sintomi
depressivi maggiori sono risultati tra i maggiori
determinanti di un minore sviluppo del neonato, insieme
al grado di coinvolgimento nel ruolo materno e alle
caratteristiche della malattia del neonato [39].

Ricerche che nel follow up di bambini pretermine
utilizzano oltre allaval utazione clinicaaltre metodol ogie
che indagano il mondo rappresentazionale della madre
in rapporto alo sviluppo del bambino e alle modalita di
attaccamento, hanno segnal ato una maggiore incidenza
di bambini con attaccamento resistente o disorgani zzato
trai nati pretermine. Il periodo critico, per il genitore
che deve organizzare le sue rappresentazioni sul
bambino, sembracollocarsi nei giorni in cui avvengono
i primi contatti col bambino reale e influenzare
I’evoluzionedellarelazione. E’ proprioin questo periodo
che andrebbe fatto il maggior lavoro con i genitori, per
favorire I'instaurarsi di una soddisfacente relazione
madre-bambino che, influenzando entrambi, trasformi
lerappresentazioni einterazioni reciprochedapotenziale
circolo vizioso in efficace circolo virtuoso. Questo, del
resto, costituirebbe un atto di prevenzione del rischio
psicopatologico in eta evolutiva[40].

Tutto cio evidenzial’ importanzadi sviluppare misure
di intervento per il sostegno psicologico dei genitori, in
particolare delle madri, nel periodo di ospedalizzazione
enellaprimafasedi rientro acasa, ai fini dellariduzione
dello stresslegato alle condizioni di salute del bambino
e del conseguente miglioramento delle interazioni
genitori-figlio [41]. Tale tipo di intervento, insieme ai
trattamenti riabilitativi precoci diretti @ bambino, puo
essere di aiuto per lo sviluppo ottimale delle capacita
sensomotorie, cognitive e affettive del bambino stesso,
pur sempre nei limiti determinati dalle sue condizioni di
salute.

Prospettive future

Alla luce di quanto detto finora, nell’ambito del
progetto “Danno cerebrale ipossico/ischemico nel
neonato: studi epidemiologici e sperimentali su diagnosi,
terapie e recupero”, € stato avviato uno studio
longitudinale su una coorte di bambini pretermine (eta
gestazionale < 32 settimane) e/o very low birth weight
(VLBW, peso alla nascita < 1500 g) senza disabilita
maggiori, e di bambini di controllo nati a termine con
peso allanascitabasso (small for gestational age SGA)
0 appropriato (appropriate for gestational age AGA),
per lavalutazione del ruolo prognostico di diversi fattori
sullo sviluppo neurocognitivo in eta prescolare (3-5
anni). L’ obiettivo e I'individuazione e la definizione di
programmi di intervento precoce mirati e di qualita.
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In particolare, si vogliono esaminare gli effetti di
fattori relativi: a) alecondizioni alanascita(ad esempio
settimana gestazionale, peso, parametri fisiologici e
biochimici, danno ipossico con relativa gravita,
trattamenti perinatali), b) alla fase di terapia intensiva
postnatale (ad esempio andamento dei parametri
fisiologici e biochimici, necessitd, durata e modalita di
ventilazione meccanica, trattamenti, manipolazioni,
presenzaeduratadi infezioni, tasso di crescitacorporea,
duratadellapermanenzain incubatrice), ec) agli aspetti
socioc-ambientali (p.e. caratteristiche socio-demografiche
dellafamiglia, frequenzaetipologiadi interazioni socidli,
presenza di stress emotivo postnatale materno,
composizione dellafamigliaed emotivitadellafamiglia
alargata).

Leinformazioni sui fattori potenzia mente prognostici
di tipo clinico verranno raccolte retrospettivamente,
estraendole dalle cartelle cliniche dei bambini relative
al periodo di ricovero nell’unita di terapia intensiva
neonatale; le informazioni sui fattori di tipo socio-
demografico, sullo stato emotivo materno rel ativamente
ai vari momenti della vita familiare dalla nascita, a
periodo di degenza nell’ unita di terapia intensiva
neonatale, e al periodo del rientro e accoglienza nella
famigliaverranno raccolte prospetticamente, utilizzando
appositi questionari e un’intervista strutturata con
psicologi esperti in taletipo di valutazione.

La valutazione dello sviluppo neurocognitivo del
bambino a3-5 anni di etd, infine, verra eseguita con test
specifici dedicati per lerispettive eta. In particolare, per
la valutazione del livello intellettivo verra utilizzato il
test di WPPSI; per la valutazione delle ahilita visuo-
spaziali verra utilizzata la “figura di Rey B” nella
versione “copia’ mentre nellaversione “ricordo” verra
valutatalamemoriadi lavoro. || Bender visual retention
test e il visual motor gestalt test saranno utilizzati a
completamento della valutazione visuo-spaziale.
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I modelli animali di encefalopatia ipossico-ischemica
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Riassunto. - In questabreve rassegnavengono presentati acuni dei modelli sperimentali animali piu utilizzati
per lacaratterizzazione degli effetti neurologici e neuropatologici dell’ anossia/ischemia neonatale. Le tecniche
utilizzate per indurre il danno in primati non umani, in ovini, suini e nel ratto di laboratorio sono concisamente
descritte, riportando i risultati di maggiorerilievo, siain relazione agli esiti neuropatologici che soprattutto agli
effetti comportamentali. In accordo coni dati osservazionali nell’ uomo, gli studi sperimentali condotti sumodelli
animali di encefalopatia ipossicol/ischemica indicano che le regolazioni del comportamento motorio e delle
funzioni attenzionali/cognitive sono trale piu colpite dall’ asfissia perinatale.

Parole chiave: encefalopatiaipossico/ischemica, modelli animali, sviluppo neurocomportamentale, roditori.

Summary (Animal models of hypoxic-ischaemic encephal opathy). - Thisreview presentsthe animal models
more widely used to study neurological and neuropathol ogical outcomes of perinatal asphyxia. Methods used to
induce hypoxia/ischemia in fetal and newborn non-human primates, lambs, piglets and rodents are concisely
described, reporting the more relevant neuropathological and behavioural findings. In line with human
observational data, experimental studies indicate that motor behaviour and attentional/cognitive abilities are
among those behavioural regulations more significantly affected by perinatal asphyxia.

Key words: hypoxic-ischaemic encephal opathy, anima models, neurobehavioural development, rodents.

Introduzione

L’ encefal opatiaiposs co-ischemicaélapitimportante
conseguenza dell’ evento asfittico perinatale per la
particolare vulnerabilita del sistema nervoso centrale e
per le potenziali ripercussioni pit 0 meno gravi sulle
funzioni motorie, cognitive e comportamentali. Negli
ultimi dieci anni gli studi condotti su animali hanno
contribuito a chiarire almeno in parte la complessa
patogenesi del danno ipossico/ischemico, eaidentificare
la sequenza di eventi che dall’ aterazione iniziale dello
scambio gassoso placentare e/o aveolare produce ala
fine morte neuronal e per processi apoptotici e necrotici
nel sistema nervoso centrale del feto o del neonato [1].
Va sottolineato che nessun modello sperimentale pud
essere considerato ideale nel rappresentare la varieta e
complessita dell’ encefalopatia ipossico/ischemica nel
neonato umano. Come approfonditamente descritto in
altri contributi a questo fascicolo, |’encefalopatia
ipossi co/ischemicahaun’ eziologiamultifattoriale, e gli
esiti dell’evento asfittico sono diversi nel neonato
pretermine ein quello nato atermine, ed & tecnicamente
impossibile costruire un modello animal e che tenga conto
di tutti i divers fattori potenzialmente coinvolti nella
patogenesi del danno cerebrale, inclusalacondizione di
nascita pretermine quale si verifica nella specie umana.
Tuttavia, apartire dagli anni ’ 70 diverse specie animali

sono state utilizzate per I’analisi dei meccanismi
patogenetici che dall’evento anossico/ischemico
conducono al danno neuronale, e gli obiettivi delle
ricerche, i disegni sperimentali e |le tecniche sono man
mano divenuti sempre pill sofisticati. In baseai parametri
da esaminare, una specie animale puo essere preferibile
per le caratteristiche fisiologiche e per le maggiori o
minori analogie con la specie umana. Ad esempio, siail
modello ovino che quello suino s sonorivelati piu adatti
per lo studio di endpoints metabolici efisiologici acuti e
subacuti, mentre i roditori e i primati non umani si
adattano all’analisi degli effetti neurologici e
comportamentali a lungo termine. In particolare, i
roditori di laboratorio si prestano astudi alungo termine
soprattutto per il loro elevato tasso di sopravvivenza
all’insulto ipossico/ischemico, che ha consentito di
valutare alterazioni neurochimiche e comportamentali
anche a lunga distanza dall’induzione dell’ asfissia.
Questo ultimo aspetto e di notevol e importanza quando
si consideri che gli esiti neurologici e comportamentali
dell’ asfissia perinatale s manifestano a stadi differenti
dello sviluppo postnatale. Infatti, mentre i deficit
neurologici maggiori, quali la paralisi cerebrale o
I’ epilessia compaiono tipicamente dopo breve tempo
dall’insulto, eventi anossici moderati possono dar luogo
ad alterazioni piu sottili dello sviluppo cerebrale, chesi
rendono evidenti sul piano funzionale solo piu
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tardivamente. Dati epidemiologici recenti indicanoinfatti
un’incidenzasignificativadi disturbi del comportamento
e della sfera cognitiva in bambini senza disabilita
apparenti ma con un precedente insulto anossico ala
nascita[2].

In questa breve rassegna, saranno presentati alcuni
dei modelli sperimentali animali piu utilizzati per la
caratterizzazione degli esiti neurologici e neuropatol ogici
dell’ anossialischemianeonatal e. Saranno concisamente
descritte le tecniche utilizzate per indurre il danno in
primati non umani, nel modello ovino, suino e nel ratto
di laboratorio, riportando i risultati di maggiorerilievo,
siainrelazione agli esiti neuropatol ogici che soprattutto
agli effetti comportamentali.

Induzione di ipossia/ischemiain modelli animali
Sudi su primati non umani

Gli studi di Myers[3], Myerset al. [4, 5] e Brann e
Myers[6] hanno aiutato acomprendereladinamicadelle
patologie cerebrali indotte da un insulto ipossico-
ischemico su feti e neonati di primati non umani. Gli
studi fetali hanno riguardato feti sottoposti a differenti
tipi di insulto in momenti diversi della gravidanza, ai
quali seguivano valutazioni dei cambiamenti a carico
dello stato cardiovascolare fetale e del sistemanervoso,
nonché di parametri neuropatologici negli animali
sopravvissuti a danno.

In tale modello animale I insulto i possico-ischemico
venivaindottoin feti di 94-162 giorni di gestazione, nei
quali dopo taglio cesareo I'asfissia intrauterina totale
veniva prodotta mediante legatura del cordone
ombelicale e mantenendo latestadel nascituro immersa
in soluzione salinacosi daimpedireil primo respiro per
unintervallodi tempodi 12-16 minuti [4, 7-9]. L' asfissia
parziale in utero veniva invece prodotta mediante
tecnichedi riduzionedellacircol azione uterinaattraverso
legatura delle arterie materne [10, 11].

| risultati di questi studi hanno evidenziato che il
cervello fetale immaturo possiede un piu elevato grado
di tolleranza @ danno ipossico-ischemico in confronto
al cervello di animali atermine, e che per I'induzione di
danni cerebrali misurabili eranecessario, oltreall’ insulto
ipossico (riduzione dellaPa0,) anche quelloischemico.
In base alla natura e durata dell’insulto ipossico-
ischemico, si possono osservare specifici cambiamenti
neuropatol ogici, ovvero danno nucleare acuto nel tronco
cerebrale a seguito di asfissia totale, mentre in seguito
ad una parziale ma prolungata asfissia si genera edema
con necrosi heuronale negli emisferi cerebrali [5, 6].

In particolare, I'induzione di prolungata e parziale
ipossia nel feto mediante ipotensione provocata nella
madre gravida daesposizione aunamisceladi alotano e
monossido di carbonio, provocava nei feti effetti

neuropatol ogici (edemaed emorragieacarico dellearee
corticali) ches avvicinano aquelli osservati nel neonato
umano [6].

Ricerche successive hanno evidenziato tuttaviadelle
limitazioni nel modello animale di Myers: in confronto
allaspecie umana, € necessario un grave grado di ipossia
materna per causare danni a sistema nervoso centrale
(SNC) fetale; i frequenti cambiamenti neuropatol ogici
che si osservano nei primati non umani (ad esempio
grave edemacerebrale aseguito dellanecrosi neuronale)
non sono comunemente riscontrati nei neonati atermine
dopo danno ipossico-ischemico, mentre le emorragie
intra- e periventricolari e le lesioni ischemiche presenti
nel neonato umano pretermine raramente si riscontrano
nei primati non umani. Inoltre, le implicazioni
economiche ed etichedell’ impiego per uso sperimentale
dei primati non umani ne ha limitato I’ utilizzo per gli
studi di patologie perinatali, e si € andati via via
preferendo altri modelli animali.

Studi su ovini e suini

Gli ovini sono considerati un modello d’ elezione per
gli studi volti ad analizzare il metabolismo ed il flusso
sanguigno cerebrale nel feto, sia in condizioni
fisiologiche che patologiche.

Negli ovini il metodo per indurre I’insulto ipossi co-
ischemico prevedeil taglio cesareo elacateterizzazione
del feto a115-133 giorni di gestazione (il catetere rimane
all’ esterno del corpo materno), con successivo ritorno
del feto in utero [12, 13]. Tre giorni dopo, I’insulto
ipossico/ischemico viene prodotto dalla temporanea
occlusionedi entrambele arterie carotidee per un periodo
di 30 minuti o dall’occlusione delle arterie uterine
materne per 60 minuti, seguita in acuni animali da
un’ ulteriore ipossia materna di 120 minuti.

| vantaggi di tale modello sono da attribuire al fatto
chelefemmine gravide sostengono molto efficacemente
I’ uterotomia senza entrare in travaglio prematuro ed
inoltre tali studi possono essere condotti sul feto senza
I"uso di anestetico e questo evitatutti i conseguenti effetti
che I’ anestesia puo avere sul metabolismo e sul flusso
cerebrale.

Alcuni importanti aspetti della fisiopatologia
dell’insultoipossico/ischemico, quali il ruolo dei radicali
liberi nell’ induzione del danno postischemico, sono stati
evidenziati nel modello ovino [14]. Inoltre, la tecnica
dellacateterizzazione consente di verificare siagli effetti
dell’insulto ipossico/ischemico su parametri ematici e
fisiologici, sia di valutare la potenziale efficacia di
trattamenti neuroprotettivi su questi stessi parametri. Ad
esempio, I'infusionedi insuline-like growth factor (IGF)
nel ventricolo cerebrale dopo 90 minuti dall’insulto
ischemico previene efficacemente la morte di neuroni
striatali [15].



Tuttavia le limitazioni del modello ovino risiedono
nel fatto che non e stata approfondita l’ entita dei danni
cerebrali che seguono al’insulto, e cheil cervello di un
feto o neonato ovino edi gran lungapiu maturo di quello
umano a parita di giorno di gestazione, e quindi i dati
ottenuti sono difficilmente confrontabili con dati umani.

Per quanto riguarda i suini, il maiae & una specie
largamente utilizzata nell o studio del metabolismo e del
flusso cerebrale. In particolare, i feti e neonati di questa
specie sono stati oggetto di studio dagli anni ’80,
contribuendo ampiamente alla comprensione di alcuni
aspetti della patologia ipossico/ischemica[16], nonché
allavautazione di alcuni trattamenti farmacologici [17,
18].

Tutti gli studi fino ad oggi riportati sono stati condotti
su animali neonati dallanascitaa 3° giorno di vita, ela
condizione i possi co/i schemica viene prodotta mediante
legatura reversibile della carotide ed esposizione a una
miscelaabassasaturazione di O, per unaduratadi circa
30 minuti.

Tuttavia, in questa specie ¢’'é una limitata
sopravvivenza nel tempo dopo I'induzione dell’ insulto
ipossi co/ischemico che hareso assai difficileevidenziare
effetti permanenti sul SNC. Percio, analogamente ai
modelli ovini, anche il modello suino si dimostra piu
adatto allo studio delle aterazioni immediate piuttosto
che degli effetti alungo termine che seguono a danno.

Studi su roditori di laboratorio

Lamaggior parte delle ricerche riguardanti o studio
degli effetti alungo termine causati dall’ insulto ipossico-
ischemico, vengono condotte su roditori di laboratorio,
ein particolare sulla specie ratto.

Infatti I’ anatomiavascolare-cerebrale di questaspecie
non differisce significativamente da quella della specie
umana e lo sviluppo neurologico e neurocomporta-
mentale del ratto € ampiamente caratterizzato. Inoltre
I"'impiego dei roditori di laboratorio presenta notevoli
vantaggi dovuti ai ridotti costi, alla velocita di
riproduzione, e ala loro notevole resistenza al danno
ipossico/ischemico cherende possibile I’ analisi alungo
termine degli esiti del danno stesso.

| metodi pit comunemente utilizzati nellaspecieratto
per indurre uninsulto i possi co/i schemico sono di seguito
riportati. Come si vedra, i modelli animali di
encefal opatiaipossi co/ischemicache utilizzano roditori
di laboratorio s riferiscono in maggioranzaall’ induzione
acuta di un evento ipossico/ischemico nella fase
postnatale, con I’ obiettivo di produrre danni neurol ogici
maggiori, edi caratterizzarnei meccanismi patogenetici.
Latecnicadescrittadalevinenel 1960 [19] per indurre
ischemia cerebrale nel ratto adulto, & stata modificatae
applicata a ratto neonato da Rice et al. [20]: ratti di 7
giorni di eta venivano sottoposti in anestesia a legatura
unilaterale dell’ arteria carotidea e in seguito esposti per
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tre ore a una miscela di O, all’8%. | piccoli venivano
sacrificati 48 oredopo I’induzionedell’ insulto i possico/
ischemico, eil cervello esaminato per la valutazione di
alterazioni morfologiche. Nel 90% degli animali
sopravvissuti sono stateriscontratelesioni dellacorteccia
cerebrale, del corpo striato, dell’ippocampo edel talamo,
infarto 0 necrosi della sostanza bianca, proporzional-
mente alla durata dell’ insulto ipossico [21].

Negli anni questa tecnica ha subito delle modifiche
[22-25], quali lalegaturadi entrambi le arterie carotidee
seguita daipossia a 6,5% per un periodo di 1 ora[26,
27], per indurre una ipossialischemia severa e quasi
totale. Utilizzando questo modello sperimentale, sono
stati caratterizzati, oltre agli esiti neuropatologici, le
alterazioni metaboliche, evidenziando: a) deplezionedei
substrati cellulari per la produzione di ATP; b) acidosi;
¢) accumulo di calcio intracellulare entro le 48 ore
successive al’evento ipossico/ischemico. Altri studi
nello stesso modello animale di ipossialischemiasi sono
focalizzati tra gli altri, sul ruolo degli aminoacidi
eccitatori [28], dell’ ossido nitrico [29] e sulle anomalie
cerebrali riscontrabili attraverso la magnetic resonance
imaging (MRI) [30]. Inoltre, numerosi studi sono stati
condotti in questo modello animale per valutare gli effetti
neuroprotettivi di diversi trattamenti farmacologici,
inclusi gli antagonisti del recettore NMDA, gli
antagonisti del glutammato, i glucocorticoidi, gli anti-
inflammatori non steroidei, i fattori di crescita (si
rimanda alla rassegna di Berger e Garnier [1] per una
pil estesa trattazione di questo aspetto).

A fronte dell’ estesa caratterizzazione degli esiti
neuropatologici in questo modello di ipossialischemia
neonatale, sorprendentemente pochi studi hanno
considerato gli effetti comportamentali di tale insulto.
Bona et al. [31-33], Jansen et al. [34], Balduini et al.
[35] hanno evidenziato un aumento dell’ attivita
locomotoria degli animali ipossici allo svezzamento,
effetto che poi scompare al’etd adulta. Inoltre questi
animali mostrano untassoridotto di alternanzaspontanea
guando vengono posti in un labirinto a T, e deficit
nell’ abilita di memoria spaziale nel labirinto acquatico
di Morris. Questi dati indicano che la combinazione di
ipossia e ischemia in ratti neonati causa deficit di
apprendimento a lungo termine e asimmetrie nel
comportamento motorio.

Un'atra tecnica per provocare asfissia nell’animale
neonato € quella descritta da Dell’ Anna et al. [36-38],
che inducono ipossia mediante |’ esposizione degli
animali neonati aN,, (100%) per 25 mina2,7 atmosfere
circa30 oredopo lanascita. In questo modello di asfissia
neonatale gli effetti evidenziati sono soprattutto acarico
dell’ attivita locomotoria e della memoria spaziae: gli
animali ipossici risultano iperattivi durante il periodo
adolescenziale (25-40 giorni) e deficitari in test di
memoria spaziale nell’ etd adulta. luvone, Geloso e
Dell’Anna [37] hanno inoltre riscontrato che
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I’arricchimento dell’ ambiente in cui gli animali vivono
mediante aggiunta di oggetti di vario tipo e dimensione
(dal giorno 21 al giorno 60 postnatale), riduceva le
alterazioni comportamentali indotte dall’ipossia
neonatal e. Sebbene con questo metodo non s evidenzino
deficit neurologici o esiti neuropatologici maggiori,
tuttavia sono state riscontrate alterazioni della densita
cellulare nell’area ippocampale presumibilmente
correlabili alle modificazioni comportamentali osservate
[36].

I metodo che pitl si avvicina alla situazione clinica
di asfissia perinatale nel neonato umano é quello messo
a punto da Bjelke et al. [39] nel 1991 nel quale, dopo
isterectomia a termine, I’ evento di asfissia acuta viene
indotto immergendo completamente I’ utero all’interno
di un bagno termostatato contenente soluzionefisiologica
a 3709C per un periodo che variadai 5 a 20 minuti. In
seguito i feti vengono liberati dal sacco amniotico e
stimolati fino a verificarsi del primo respiro, prima di
essere affidati ad unamadre adottiva che abbia partorito
normal mente nelle 24 ore precedenti. Per periodi di
asfissia inferiori a 18-20 minuti i neonati mostrano
un’ alta percentuale di sopravvivenza e possono essere
percio seguiti fino al’etd adulta, valutando eventuali
effetti alungo termine.

Utilizzando tale modello si osserva, negli animali di
tre settimane che abbiano subito uno shock asfittico di
14-17 minuti, unariduzione del numero dei neuroni nelle
aree CAleCA3dell’ippocampo; talerisultato si ottiene
anchenel feto ovino aseguito dell’ occlusione dell’ arteria
carotidea, coinvolgendo anchel’ areaippocampale CA2.

Lealterazioni acarico del SNC comprendono inoltre
deficit in diversi sistemi di neurotrasmettitori [40, 41] e
aterazioni del metabolismo cerebrale simili a quanto
riportato in clinica

Leanalis dei parametri neurocomportamentali sono
state condotte quasi esclusivamente nell’ animal e adulto
dove si sono effettuati studi atti a valutare |’ appren-
dimento spaziale, lamemoria e lo sviluppo cognitivo. |
risultati ottenuti indicano che gli animali soggetti ad
asfissia perinatale mostrano: a) deficit nella fase di
acquisizione di test di apprendimento spaziale [10]; b)
riduzionedei normali livelli di attivitalocomotorianegli
animali maschi adulti posti in un ambiente nuovo [42];
¢) dterazioni nelle risposte emozionali nel plus-maze
test, che potrebbero rifl ettere cambiamenti acarico degli
aminoacidi eccitatori nell’ipotalamo [43]; d) marcata
risposta comportamentale all’ anfetamina dato che
suggerisce un eventuale coinvolgimento del sistema
dopaminergico[44]. Queste alterazioni comportamentali
a lungo termine si accompagnano a una riduzione dei
livelli dei neurotrasmettitori dopamina e acido gamma
ammino butirrico (GABA), suggerendo chel’induzione
di asfissia perinatale secondo questa tecnica provoca
deficit cronici nella neurotrasmissione, soprattutto a
livello dei nuclei della base [40].

Conclusioni

Qualechesiail metodo utilizzato per indurreil danno
ipossico-ischemico, acuni parametri comportamentali,
quali I"attivita locomotoria e le prestazioni di
apprendimento e memoria spaziale risultano costante-
mente alterati nei modelli animali di encefalopatia
ipossico/ischemica. Secondo acuni autori, gli animali
coninsulto asfittico perinatal e tendono aessereiperattivi
attorno all’ eta dello svezzamento, mai livelli di attivita
si ristabiliscono a livelli normali nell’etd adulta
suggerendo che eventuali meccanismi adattativi/
riparativi s verificano durante lamaturazione strutturale
e funzionale del cervello. Altri studi riportano invece
una riduzione dei livelli di attivitd locomotoria al’ eta
adulta, limitata al sesso maschile. Lefunzioni cognitive
risultano aterate, soprattutto in relazione ale prestazioni
di apprendimento e memoria che coinvolgono processi
di discriminazione ed elaborazione delle caratteristiche
spaziali dell’ ambiente. Nel complesso quindi, inaccordo
con i dati osservazionali nell’uomo, gli studi animali
indicano cheleregolazioni del comportamento motorio
e delle funzioni attenzionali/cognitive complesse sono
tralepiu colpite dal precedente insulto. Questo insieme
di effetti neurocomportamentali & in accordo con la
compromissione di aree ippocampali, corticali e dei
nuclei della base, che sono tipicamente riportati nei
modelli animali, e che potrebbero verosimilmente
verificarsi nel neonato con danno anossico da lieve a
moderato-lieve, anche se in assenza di specifici quadri
lesivi o di esiti neurologici gravi. Tali alterazioni “ sottili”
potrebbero concorrere ala genesi di quei disturbi del
comportamento e delle funzioni attenzionali/cognitive
che hanno una significativa incidenza in bambini con
precedente insulto asfittico alla nascita. Inoltre, i difetti
dellatrasmissione dopaminergicariportati negli animali
con asfissia perinatale sono in accordo con I’ipotesi,
avanzata sulla base di significative evidenze
epidemiologiche [45], secondo la quale I'anossia alla
nascita sarebbe tra i possibili fattori di rischio per il
successivo insorgere di gravi patologie psichiatriche,
quali la schizofrenia.

I modelli animali di encefalopatiaipossico/ischemica,
pur coni limiti precedentemente discussi, si dimostrano
rappresentativi di alcuni aspetti dellasituazione clinica
Va sottolineato che nei modelli animali i deficit
riscontrati corrispondono piuttosto a un quadro clinico
di alterazioni “minori”, quali quelle che possono sfuggire
alladiagnosi precoce nel neonato e nel bambino, mache
potrebbero essere responsabili di disabilita cognitive e
alterazioni comportamentali piu tardive. Alcuni dei
contributi aquesto stesso fascicolo (si vedano gli articoli
di Vicari, Chiarotti et al., Cioni et al., Suppiej, Triulzi)
sottolineano I'importanza della diagnosi precoce nel
neonato asfittico, che consenta il piu rapidamente
possibile I'intervento terapeutico e/o riabilitativo per



limitare e/o prevenire il danno neuronale. Cioni et al.
evidenziano I'importanza di indici di sviluppo neuro-
motorio per una corretta previsione prognostica nei
neonati con encefal opatiaipossico-ischemica. Tuttavia,
nei modelli animali descritti in questa rassegna la
valutazione delle aterazioni comportamentali nellefasi
immediatamente successive all’insulto é stata fino ad
oggi tralasciata. Esperimenti in corso nel nostro
laboratorio, utilizzando il modello di asfissia perinatale
descritto daBoksaet al. [10], evidenziano alterazioni di
pattern comportamentali neonatali per periodi di asfissia
moderata/severa (15-20 min). In particolare, gli animali
presentano un comportamento motorio aterato a5 giorni
di vita, emettono un numero maggiore di vocalizzazioni
ultrasoniche in condizioni di isolamento (un indice
precoce di alterazione dellerisposte emozionali) e hanno
latenze maggiori nel rispondere astimoli familiari. Una
caratterizzazione sistematica dell e alterazioni motorie e
comportamentali nellafase neonatal e precoce anche nei
modelli animali, sarebbe di indubbia rilevanza,
soprattutto nella valutazione degli effetti di trattamenti
farmacologici neuroprotettivi e/o preventivi,
sull’ efficaciadei quali i dati clinici sono ancoralimitati
€ poco incoraggianti.
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Riassunto. - In questa rassegna vengono presentati alcuni degli approcci sperimentali descritti sui modelli
animali volti aindividuare possibili strategie terapeutiche daadottare in presenzadi danno neurol ogico/funzionale
congenito, e/o indotto da anossia/ischemianeonatale. L e tecniche utilizzate per ridurre le alterazioni in roditori
di laboratorio vengono concisamente descritte, e particolare attenzione viene rivolta alla modulazione in senso
fisico e sociale dell’ ambiente di crescitadell’ animale.

Parole chiave: danno neurologico/funzionale, ambiente di crescita, modelli animali, ambiente arricchito,
plasticita neuronale, strategie di recupero.

Summary (Social environmental variables and physiological processes of recovery from brain damage: the
contribution of animal models). - Thisreview presents the experimental approaches morewidely used in animal
models to investigate possible strategies aimed to stimulate plasticity in the nervous system and possibly to
increase spontaneous recovery from functional/neurological diseases such as neonatal anoxia. Methods used in
|aboratory rodents are briefly described. Attention is focused on possible enrichments of the social and physical
environment during devel opment.

Key words: neuronal/functional alterations, raising environment, animal models, enriched environment,
experience-dependent neural plasticity, therapeutic approaches.

Introduzione

Come descritto approfonditamente in altri contributi
aquesto fascicolo, I' encefal opatiaipossico/ischemica e
una delle piu importanti conseguenze dell’ evento
adfittico perinatal e per le potenziali ripercussioni che essa
pud avere sulle funzioni motorie, cognitive e
comportamentali nel soggetto in via di sviluppo. Il si-
stema nervoso oltre ad essere particolarmente vulnera-
bile, risulta anche essere caratterizzato da una notevole
plasticita. Osservazioni condotte sumodelli animali sug-
geriscono come le condizioni di crescita postnatale del-
I"individuo contribuiscano in misuraimportante nel mo-
dulare i possibili processi di recupero del danno cere-
brale [1]. Tali processi appaiono inoltre estremamente
sensibili a stress anche di lieve entitd. Soggetti animali
mantenuti in condizioni di sovraffollamento o, a con-
trario, d'isolamento social e, 0 che siano sottoposti apro-
cedure sperimentali invasive, possono presentare alte-
razioni significative di parametri immunologici e
ormonali, che interferiscono con la risposta fisiologica
dell’ organismo a processo patologico. Ad esempio, lo
stress psicosociale pud indurre deviazioni significative
dellalineadi base nel comportamento del soggetto ani-
malein sperimentazione, interferendo con le componenti
emozionali eattenzionali allabasedei process cognitivi.
E' evidente quindi come la regolare valutazione delle
caratteristiche dell’ambiente di crescitadell’ animale da

esperimento e del suo conseguente stato di benessere
psicofisico, possaaprirelastradaaunaseriedi possibili
interventi modulatori da parte dello sperimentatore che
possono fungere da supporto e da possibile stimolo del -
le potenzialita fisiologiche di recupero.

In questa rassegna verranno presentati alcuni degli
approcci sperimentali piu usati in modelli animali per
mettere a punto possibili strategie terapeutiche da adot-
tarein presenzadi danni neurologico/funzionali conge-
niti indotti da anossia e/o ischemia neonatale. Le tecni-
che utilizzate per dleviarei deficit in roditori di labora-
torio vengono concisamente descritte, e particolare at-
tenzionevienerivoltaallamodulazionein sensofisico e
sociale dell’ambiente di crescita dell’animale. Tali ri-
sultati suggeriscono come un’ adeguata stimolazione
sensori-motoriache tengaanche conto dellacomponen-
te sociale dell’ambiente di crescita possa avere alcune
effetti positivi, e potrebbe rivelarsi un’utile strategia
terapeuticain cas di pazienti affetti dadisturbi neurolo-
gico/funzionali in eta precoce.

Stato dell’arte

La storia evolutiva e le necessita filogenetiche dei
roditori, la specie animale maggiormente utilizzata in
studi di neuroscienze, devono essere tenute in
appropriato conto, soprattutto nel caso di animali nati e
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mantenuti in condizioni quali quelle di laboratorio che
ottimizzano |'esigenza di ridurre i costi ma risultano
spesso, almeno per acuni aspetti, fuori di un contesto di
natura. | modelli sperimentali animali dimostrano come
la possibilita di interagire con un ambiente fisicamente
complesso abbia la capacita, ad esempio tramite
Iinduzione di strategie di stimolazione sensoriale-
motoria, di favorire la plasticita e di esercitare di
conseguenza un’influenza positiva sui processi
fisiologici di compensazione di un possibile danno
funzionale a livello del sistema nervoso centrale. Tali
condizioni stimolerebbero laplasticita neuro-comporta
mentale mediante |'instaurarsi di un maggior stato di
vigilanza e di reattivita agli stimoli. Sono presenti in
letteratura dati riguardanti il miglioramento delle
condizioni psicofisichedei roditori in seguito all’ utilizzo
di specifiche tecniche di arricchimento ambientale
(Fig.01). In studi di neuroscienze, ratti o topi con lesioni
indotte sperimentalmente a livello di specifiche aree
cerebrali, presentano gradi importanti di recupero delle
funzioni e dellaricchezza del repertorio comportamen-
tale proprio della specie, qualora vengano posti per un
periodo consistentein condizioni di arricchimento fisico
e socide, anche seiil ruolo (e le eventuali interazioni)
tra questi diversi fattori € tuttora oggetto di analisi.
Risulta evidente quindi che, tramite tale procedura, un
certo grado di stimol azione sensori-motoriavienefornita
al’animale semplicemente rispettando alcune basilari
necessita etologiche e fisiologiche. Ad esempio, lasola
presenza di una partizione nella gabbia di allevamento
pud contribuire, in seguito all’incremento della

complessita dell’ambiente fisico spaziale, anche
all’instaurarsi di relazioni sociali pit complesse (e
verosimilmente piu vicine a quelle specie-specifiche).
Intali condizioni viene consentito all’ animal e di operare
0 meno una scelta nel grado di vicinanza fisica e di
controllo visivo con i conspecifici presenti nella gabbia
di stabulazione.

In condizioni di arricchimento, I’ ambiente fisico pud
divenire parzialmente manipolabile e/o controllabile
dall’ animale e in quanto tale probabilmente piu appros-
simabile ale condizioni naturali. Di conseguenzaviene
consentita anche una maggiore espressione delle
differenti componenti del repertorio comportamentale.
A questo proposito, uno studio condotto su ratti allevati
in ambiente arricchito a partire dal periodo dello
svezzamento, ha mostrato come comportamenti ritenuti
indici di stati ansiosi e normalmente esibiti in presenza
di un predatore (in questo caso rappresentato dall’ odore
dell’ urinadi un gatto) fossero ridotti significativamente
negli animali mantenuti in condizioni di arricchimento.
Questi ultimi erano visti trascorrere pit tempo nelle
vicinanze dello stimolo associato a gatto rispetto ai
soggetti di controllo che erano invece alevati nelle
normali condizioni di stabulazione [2]. Tale studio
dimostra come nell’ animale da esperimento il profilo
emozionale e la reattivita a stimoli potenzialmente
avversi siano ampiamente modulabili da parte dello
sperimentatore.

Ulteriori evidenze sperimentali indicano poi comela
crescita in un ambiente cosiddetto arricchito comporti
modifichemorfo-funzionali importanti alivello cerebrale

Fig. 1. - Possibili configurazioni di ambienti arricchiti. A sinistra: gabbie da stabulazione fornite di differenti assetti di

oggetti manipolabili, in parte mobili, come ruote, anelli, scatole a forma di nido provviste di fori di entrata, ecc. di

forma e di colore vario che vengono alternati nei giorni al fine di conservarne la novita. A destra: un modello di

arricchimento piu dispendioso (SAM dall'inglese small animal module, USA), costituito da piu moduli intercambiabili.

I modelli raffigurati a sinistra presentano il vantaggio rispetto alle gabbie SAM di una piu facile applicazione in
condizioni standard di laboratorio.



[3, 4]. Parametri neurobiologici che costituiscono indici
di un’accresciuta funzionalitad del sistema nervoso
presentano un certo numero di modifiche importanti.
Viene riportata infatti in ratti cresciuti in ambiente
arricchito un’ aumentataespressione dei geni responsabili
della codifica dei recettori per i glucocorticoidi
nell’ippocampo e unamaggiore produzione di fattori di
crescitaquali NGF e BDNF [5-7].

Pitl in generale é stato riportato un incremento
significativo dei processi di neurogenesi a livello
ippocampale assieme ad alti livelli di mRNA nell’ area
cerebrocorticale [8-10]. Non € attualmente ancora
accertato quale sia il fattore critico responsabile dei
maggiori livelli di sopravvivenzadelle cellule neuronali
neonate riscontrati nel ratto a livello del giro dentato
ippocampale. Uno studio recente ha individuato,
nell’ambito delle procedure per I'arricchimento
ambientale, la componente legata all’ esercizio fisico
volontario (stimolata dalla disponibilita di running
wheels) come quella maggiormente responsabile
dell’accresciuta proliferazione cellulare, della
sopravvivenza neuronale e quindi di un’effettiva
neurogenesi a livello dell’ippocampo del topo adulto
[11]. Effettivamente |’ esercizio fisico é stato dimostrato
facilitareil recupero del danno neurol ogico conseguente
all’ischemia e migliorare la performance cognitiva[12,
13]. L attivita fisica stimola inoltre la produzione di
fattori di crescitael’ espressionegenica[14]. Alcuni studi
riportano inoltre un’influenza dell’ ambiente arricchito
anche sui ritmi del ciclo sonno/veglia[15].

Uno studio condotto su un modello animaledi ipossia
neonatale indica come alcuni deficit neurologici e
comportamentali indotti daquestotipo di insulto precoce,
quali alterazioni nell’ apprendimento spaziale e nel
comportamento esplorativo, possano essere contrastati
se non compl etamente recuperati in seguito aun periodo
di crescitadurantelo sviluppoin condizioni di ambiente
fisicamente e socialmente arricchito [16]. Ratti esposti
a ipossia neonatale e cresciuti in seguito in ambiente
arricchito, presentano un miglioramento in questi
parametri comportamentali che si associa anche a una
ridottaespressionealivelloippocampale di unaspecifica
proteina quale la parvalbumina (Fig. 2). Tale risultato
costituisce un’indice a livello cellulare di accresciuta
funzionalitd del sistema nervoso coinvolto nella
modulazione dei processi di apprendimento.

L' aumentata plasticitadel sistemanervosoinrisposta
alla stimolazione ambientale si conserva anche in eta
avanzata. Ad esempio topi senescenti (due anni di etd)
mantenuti per un periodo di tre mesi in ambiente
fisicamente arricchito presentano punteggi superiori in
un paradigmadi apprendimento e di food seeking rispetto
a soggetti mantenuti in gabbie standard [17, 18].
Quest’ ultimo esempio indica come sia possibile
intervenire mediante metodiche non farmacologiche,
volte alla stimolazione dei naturali meccanismi di
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Fig. 2. - Pannello di sinistra: numero di neuroni immuno-
reattivi per la parvalbumina nelle cellule non piramidali
dellaregione CA1 (corno ammonio) dell’ippo-campo dor-
sale misurati in animali controllo (C) e in animali esposti
a ipossia neonatale (A). Gli animali sono allevati rispetti-
vamente in gabbie standard (S) o viceversa arricchite
(A). Come si puo notare I'arricchimento si associa a una
notevole riduzione nel numero di neuroni PV. Pannello
di destra: test motorio. Tempo trascorso in equilibrio su
un’asticella di legno posta a 20 cm dal suolo misurato in
topi mutanti Lurcher (Lc) e wildtype (+/+) cresciuti in gab-
bie standard (S) o arricchite (A). Come si puod osservare
I'arricchimento migliora i livelli di coordinazione motoria
nei mutanti Lurcher rispetto ai controlli.

reazione erecupero dell’ organismo al finedi rallentarei
deficit comportamentali conseguenti alla neurodege-
nerazione che & normamente associata a processo di
invecchiamento. Un ulteriore studio ha caratterizzato le
conseguenze positive dell’ allevamento in condizioni di
ambiente arricchito sull’ espressione dei deficit
comportamentali di origine genetica[19, mavedi anche
3]. Topi Lurcher caratterizzati da una mutazione che
induce una marcata degenerazione delle cellule di
Purkinje nel cervelletto presentano un certo numero di
deficitin paradigmi sperimentali cherichiedono capacita
di equilibrio e piu in generale coordinazione
sensorimotoria. Tali alterazioni vengono ridotte
notevolmente quando questi animali vengono fatti
crescere sin dalla nascita in un ambiente fisicamente
complesso. E’ noto infatti che in tali condizioni viene
favorita la stimolazione sensoriale assieme alla
possibilita di esercizio fisico, e di conseguenza ne
traggono notevole giovamento i processi di
coordinazione motoria.

Modulazione di fattori sociali: |’ adozione

L’ esperienza di pregresse €/o attuali condizioni di
stress rappresenta un fattore di rischio importante per
I'insorgere precoce di una serie di patologie aeziologia
genetica. La condizione di stress sarebbe in grado di
interagire con la vulnerabilita del singoli organismi e
polimorfismi aessi associati. L' esposizione dellamadre
durante la gravidanza a un’intensa condizione di stress
e stata associata alla presenza di ritardo mentale e a
disturbi del sonno nel bambino [20]. Disturbi similari
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sono stati riscontrati in modelli animali e risultano
persistere anchein eta adulta[4, 21, 22].

Le caratteristiche del contesto sociale postnatale
sembrano avere una notevole importanza nel modulare
e ridurre gli effetti dello stress prenatale. Uno studio
condotto sul ratto ha rivelato come la sostituzione ala
nascitadellamadre natural e (stressata precedentemente
durante la gravidanza) con una di controllo adottiva,
possa ripristinare nella prole il corretto funzionamento
dell’ asse ipotalamo-ipofisi-surrene. Normalmente i
piccoli stressati prenatalmente presentano notevoli
aterazioni, siadal puntodi vistadei livelli ormonali che
delladensitarecettoriale dei sistemi dei glucocorticoidi
[21] (Fig. 3).

Contesto sociale di crescita e modulazione
degli stimoli associati ai due sessi

| fattori di natura sociale esercitano un’influenza
marcata sui profili di risposta comportamentale degli
individui. La segregazione in contesti a sesso singolo o
in isolamento sociale comporta la deprivazione degli
stimoli quotidiani relativi alla vita sociale e quindi
un’importante fonte di attivazione funzionale dei
maggiori sistemi di regolazione fisiologica evolutisi di
conseguenza. Studi condotti sui roditori hanno mostrato
come variazioni nel rapporto sess nella nidiata (LGC
dall’inglese litter gender composition) abbiano la
capacita di modulare profondamente I’ espressione del
repertorio comportamentale dell’individuo in fase di
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Fig. 3. - Pannello di sinistra: densita dei recettori per i
glucocorticoidi misurati nell’ippocampo di ratti adulti
stressati prenatalmente (S), di ratti stressati prenatal-
mente ma adottati alla nascita (SA) e ratti controllo (C).
Pannello di destra: livelli di corticosterone secreti in
risposta all'esposizione a un ambiente nuovo negli stessi
gruppi di animali. Gli animali S presentano una prolungata
secrezione di corticosterone rispetto ai controlli e un
ridotto numero di recettori per i glucocorticoidi a livello
ippocampale, entrambi indici di un’alterazione nei sistema
di regolazione a feedback dell'asse ipotalamo-ipofisi-
surrene. Come si pud notare I'adozione alla nascita si
associa al ripristino di una corretta funzionalita dell’asse.

sviluppo e una serie di indici fisiologici pertinenti agli
ormoni gonadici e all’ asse dellarispostaallo stress [23,
24]. Tale processo avviene in parte per via diretta in
guanto alcuni specifici comportamenti nella prole in
sviluppo vengono stimolati o viceversa depressi in
presenza di stimoli derivanti da individui del proprio
$ess0 0 del sesso opposto (es. i comportamenti “ludico/
affiliativi” caratteristici di stati giovanili, sono
principalmente rivolti nel maschio verso partner del
proprio sesso). Inoltreil comportamento materno viene
indirettamente modulato dalla composizione in sessi
dellanidiata. Infatti, nei roditori di laboratorio lamadre
e perfettamente in grado di discriminare il sesso della
proleeinteragiredi conseguenzain manieradifferenziale
nei confronti di unaprole maschile o femminile[25]. In
considerazionedi un differenteinvestimento riproduttivo
associato ai soggetti del due sessi, in genere i maschi
richiedono e ottengono unamaggior numero di cure[26-
29]. | meccanismi con cui i genitori discriminano laprole
secondo il sesso sembrano essersi evoluti a finedi avere
come effetto un aumento della fitness della specie. Cid
si verificherebbe attraverso una modulazione e
focalizzazione dell’investimento parentale volto ad
ottimizzare |le possibilita di sopravvivenzadel piccolo.
Lamodulazione dei comportamenti espressi dai vari
individui nella nidiata familiare e di alcuni importanti
parametri fisiologici di questi come conseguenza della
mani polazione degli stimoli relativi ai due sessi, potrebbe
rivelarsi una strategia utile ai fini di ottenere individui
che presentino caratteristiche di maggior resistenza (o
viceversa ridotta sensibilitd) all’esposizione a insulti
perinatali di varianatura, siano droghe d’' abuso[23,
24], inquinanti ambientali o danno neurologico-
funzionale conseguente ad es. aipossia neonatale.

Prospettive future

Allaluce di quanto detto finora, € stato avviato uno
studio per la valutazione del ruolo “terapeutico”
dell’ esposizione aun ambiente arricchito in animali, nel
nostro caso il ratto, che abbiano subito unacondizione
di anossia perinatal e indotta dall’ esposi zione precoce
(1-2 giorni dalla nascita) a atmosfera satura di N2 per
un periodo di circa 30 min [12]. Verra studiato un
modello di neonato arischio che consentadi conservare
la madre genetica e quindi gli aspetti di motivazione
legati all’ investimento riproduttivo associati allapropria
prole. Verra condotta anche la valutazione del profilo
fisiologico-comportamentale della madre che risulta
affettain modo diretto dall o stress conseguente allacura
di una prole con danno neurologico/funzionale.
L’ approccio sperimental e adottato permetteraun’ analisi
dei meccanismi regolatori neuro-ormonali coinvolti
durante le fasi ontogenetiche di tarda infanzia e
adolescenza nello sviluppo delle relazioni sociali e



nell’ eventuale disturbo dei loro profili. L' obiettivo &
I"individuazione e la definizione di programmi di
intervento di natura non farmacologica oppure di
integrazione a quest’ ultima che si avvalgano della
possibilita di apportare significative modifiche ale
normali pratiche di stabulazione perché possano
costituire una proceduraterapeuticadi qualitamaanche
di semplice applicazione. Mediante manipolazioni dei
fattori socio-ambientali verraesaminatalapossibilitadi
superare o compensare le deviazioni nella maturazione
neuro-comportamental e e sensorimotoria (scale di Fox)
attese nei rattini utilizzati come modello di danno
ipossico perinatale, edei loro profili disturbati di attivita
locomotoria, di abituazione edi esplorazione spontanea.
Lavideoregistrazione di incontri sociali ripetuti traratti
adolescenti appaiati per fascia d etd, sesso e condizioni
sperimentali, permetteradi valutareil possibileinsorgere
di una socialita disturbata conseguente al danno
neurol ogico/funzionale nellafase peripuberale, laquale
€ associata all’emergere prepotente degli ormoni
gonadici [13].

Indagini epidemiologiche indicano poi come la pre-
senzadi unafiguradi sostegno avari gradi di familiari-
tasiaunavariabilefondamentale per I'instaurarsi di una
sanarelazione dellamadre con il bambino soprattuttoin
presenzadi prole con danno neurol ogico/funzionale. Tale
condizione spesso comporta la necessita da parte della
madre di mettere in opera strategie comportamentali
volte alla compensazione del danno che si associano a
stati di affaticamento e stress oltremodo prolungati con
lapossibile insorgenza di comportamenti parentali am-
bigui o rifiutanti. A questi ultimi si associano spesso al-
terazioni importanti del sistemi fisiologici di regolazione
ormonale nervosa e immunitaria. Molti studi hanno ri-
portato difficoltadi interazione tramadre e bambino du-
rante il primo anno di vita, come risultato degli accre-
sciuti segnali di fragilita che il bambino con un danno
neurologico trasmette achi si prende curadi Iui rispetto
al bambino sano [14, 30].

Tutto cio evidenzial’ importanzadi sviluppare misu-
redi intervento per il sostegno psicologico dei genitori
in particolaredelle madri nel periodo di ospedalizzazione
enellaprimafasedi rientro acasaai fini dellariduzione
dello stresslegato alle condizioni di salute del bambino
edel conseguente miglioramento delleinterazioni geni-
tori-figlio. Taletipo di intervento, insiemeai trattamenti
riabilitativi precoci diretti al bambino, pud esseredi aiuto
per 1o sviluppo ottimale delle capacita sensorimotorie
cognitive e affettive del bambino stesso, pur sempre nei
limiti determinati dalle sue condizioni di salute. In tale
contesto di indagine in modelli animali appropriati ver-
racondottaunavalutazionede disturbi comportamentali
in paradigmi sperimentali di ansiae di depressione. Tale
valutazione verracondottanegli animali sperimentali che
si trovino a svolgere un ruolo materno €/o paterno in
presenza e curadi una prol e affetta da danno neurol ogi-
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co/funzionale [31]. Eventuali stati di affaticamento e
stresseladuratadi questi nel tempo verranno monitorati,
cosi come la possibile insorgenza di comportamenti di-
sturbati.

Lavoro presentato su invito.
Accettato il 19 luglio 2001.
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Fattori neurotrofici e danno cerebrale nell’ encefalopatia
Ipossico-ischemica: un ruolo del nerve growth factor?

Luigi ALOE (a) eAngelalANNITELLI (b)

(a) Itituto di Neurobiologia e Medicina Molecolare, Consiglio Nazionale delle Ricerche, Roma
(b) 111 Clinica Psichiatrica, Universita degli Sudi “ La Sapienza”’ , Roma

Riassunto. - Il dannoipossico-ischemico acarico del cervello pre- e perinatal e rappresentauno trai maggiori
fattori di rischio implicati nello sviluppo di disturbi neurologici. I meccanismi che sottendono il danno e la
morte neuronale sono ancora poco conosciuti ma studi recenti, condotti su modelli animali, hanno dimostrato
chel’ apoptosi potrebbe essere uno dei meccanismi coinvolti nellamorte neuronale. | fattori neurotrofici, molecole
chericoprono un importante ruolo nellacrescita, differenziazione e funzione dei neuroni, interverrebbero anche
nei meccanismi di morte neuronale. Esperimenti su modelli animali suggeriscono che le neurotrofine nerve
growth factor (NGF) ed il brain-derived neurotrophic factor (BDNF) sono capaci di prevenire e/o ridurre la
morte neuronale indotta da eventi di tipo ipossico-ischemico. In questa breve revisione vengono presentate e
discusse le principali e piu recenti evidenze afavore di questaipotesi.

Parole chiave: danno ipossico-ischemico, fattori neurotrofici, nerve growth factor (NGF), brain-derived
neurotrophic factor (BDNF).

Summary (Neurotrophic factors and brain damage in hypoxic-ischaemic encephal opathy: a role for nerve
growth factor?). - Hypoxic-ischaemic damage in perinatal brain is a major risk factor of a variety of serious
human neurol ogical disorders. The mechanismsleading to neuronal damage and death remain largely unknown,
but animal modelsindicated that cell death via apoptotic mechanism (s) might be one important aspect of these
events. Neurotrophic factors are protein molecules produced and released by several tissues which seem to play
acrucia role not only in growth, differentiation and function of brain neurons, but aso in the mechanisms of
neuronal death. Indeed, experiments carried out on animal models support the hypothesisthat the neurotrophins
NGF and BDNF are able to prevent and/or reduce neuronal death induced by hypoxic-ischaemic events. In this
brief review, the established and emerging evidences supporting this hypothesis are presented and discussed.

Key words: hypoxic-ischaemic injury, neurotrophic factors, nerve growth factor (NGF), brain-derived

neurotrophic factor (BDNF).

L’ encefalopatia ipossico-ischemica

L’ encefal opatia ipossico-ischemica & una grave
condizione che s presentafreguentemente nei neonati e
nei bambini sopravvissuti ad asfissiapre- e peri-natalee
costituisce uno dei principali fattori di rischio per
morbidita e mortalita[1, 2].

La condizione di ipossia-ischemia perinatale & un
evento ad eziologiamultifattoriale che colpiscedal a4
neonati per 1000 nati. Una grande quantita di questi
pazienti soffre, in eta adulta, di differenti disturbi
neurologici, in particolare di disturbi cognitivi-
comportamentali e sensitivo-motori. Laragionedi questa
sintomatol ogia trovariscontro nelle aterazioni acarico
dei gangli basali cosi come di alcune regioni della
neocortex che, piu di altre aree cerebrali, sono piu
vulnerabili a danni che agiscono nel periodo neonatale
[2, 3]. Se & vero che da un lato il danno a carico del
sistema nervoso centrale (SNC) durante lo sviluppo
neuronale provoca danni cerebrali e comportamentali
minori di quelli che si osservano nell’ adulto a causa di

una importante attivita plastica da parte del cervello
immaturo, &€ anche vero che proprio a causa della
plasticitapossono formars delleanomaliedi connessione
neuronale con conseguente esacerbazione dei danni
neuronali anatomici e funzionali. L’encefalopatia
ipossico-ischemica € una condizione che si associa a
gravi quadri di ritardo nell’ accrescimento intrauterino,
prematurita, malformazioni maggiori ed atre patologie
fetali, condizioni per le quali €& richiesto un
approfondimento di conoscenze scientifiche soprattutto
per quanto concerne I’identificazione dei principali
fattori di rischio del danno cerebrale.

I meccanismi fisiopatologici ala base della morte
cellulare prodotta dal danno ipossico-ischemico sono
molto complessi e non ancora completamente noti [2,
4]. Numerosi studi hanno dimostrato, utilizzando
differenti modelli animali neonatali, che ipossia e/o
ischemia (per es. anossia, ipossia, ischemia-ipossia)
possono produrre gravi e prevedibili danni a carico
del SNC [5-7] e che queste alterazioni sono simili a
guelle che si osservano nei bambini colpiti dalla
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malattia[1, 2]. Allalucedelle similitudini rinvenute nei
tessuti cerebrali, animali ed umani, in seguito a danno
i possi co-ischemico, numerosi sono stati gli studi eseguiti
sui modelli animali per identificare ed approfondire i
principai fattori di rischio del danno cerebrale. Molti
studi hanno utilizzato il modello di ipossia-ischemiadi
Levine in cui la legatura unilaterale della carotide
produce I'ipossia [8]. Questo modello consiste in uno
schemariproducibiledi danno emisfericoipsilateralealla
legatura della carotide [5, 6] e permette di studiare i
meccanismi d'azione del danno cerebrale e di testare le
sostanze e le strategie neuroprotettive [9]. A questo
proposito si ricorda che osservazioni cliniche e studi
condotti su modelli animali hanno messo in evidenza
che lafase precoce del danno cerebrale &€ quasi sempre
associata a meccanismi endogeni di neuroprotezione
mirati a bloccare e/o limitare il danno neuronale.
Riscontri sperimentali in vivo ed in vitro indicano che é
il bilancio tra questi due eventi che spesso determina
I’ entita del danno neurol ogico.

Sebbenei risultati di questi studi abbiano contribuito
ad una maggiore conoscenza di alcuni dei meccanismi
coinvolti nel danno cerebrale neonatale ipossico-
ischemico, non sono stati ancora identificati specifici
trattamenti clinici efficaci per prevenire e/o ridurre
I'insorgenza del danno neurologico in questa frequente
sindrome, per la quale € anche carente una strategia
diagnostica in particolare per quei contesti clinici non
immediatamente correlabili aspecifici quadri lesivi. Per
quanto riguarda gli interventi terapeutici, € noto che
I'induzionedell’ipotermia, lasomministrazionedi FANS
o di antiossidanti, svolgerebbero un effetto terapeutico
efficace per un meccanismo di tipo neuroprotettivo.
Tuttavia, i dati clinici presentano limiti dovuti
probabilmente alladifficoltanellaconduzionedei trials.
Da un punto di vista clinico, inoltre, se da un lato le
conoscenze ed i protocolli sui neonati nati pretermine
sono sufficienti per una osservazione ed un intervento
terapeutico mirato, pit difficilerisultal’ osservazione dei
nati aterminein cui il dato ddll’insorgenzadi unaipossia-
ischemia perinatale sfuggein larga parte a controllo ed
all’ intervento terapeutico precoce, soprattutto in presenza
di sftumate alterazioni acarico dello sviluppo cerebrale,
cioéin assenza di disabilita maggiori. Spesso, in molti
di questi bambini, in etapit avanzata, al’incircain epoca
pre-scolare o nei primi anni di vita scolare, compaiono
alterazioni a carico della sfera cognitivo-comporta-
mentale, attentiva e linguistica, sulle quali sara poi
necessario intervenire con adeguate strategieriabilitative.

Fattori neurotossici coinvolti nel danno
ipossico-ischemico

Esiste unagrande quantitadi dati che supportal’idea
che gli AA eccitatori, come il glutammato, partecipino
al danno tessutale causato dall’ipossia e dall’ischemia

[10-13]. La piu forte argomentazione a favore della
tossicita svolta dal glutammato nel danno ipossico-
ischemico € la scoperta che gli antagonisti del
glutammato (specialmente gli NMDA antagonisti)
svolgono un effetto neuroprotettivo in molte forme di
encefal opatiaipossico-ischemicasiainvitro[12, 13] che
invivo [11, 14]. Sebbeneil cervello neonatal e differisca
nellasuasuscettibilitaagli AA eccitatori ed & ingenerdle,
meno vulnerabile a danno ipossico-ischemico, rispetto
a quello dell’adulto [15], ci sono buone evidenze
dell’importante ruolo svolto dalla tossicita degli AA
eccitatori nel danno ipossico-ischemico nel neonato. Si
e visto, ad esempio, che I'iniezione diretta di agonisti
del glutammato nel cervello di ratto durante lo sviluppo
induce danni simili aquelli presenti nell’ ischemia-ipossia
[7,16, 17]. Inoltre, il blocco dei recettori dell’ NMDA in
un modello animale neonatale di danno ipossico-
ischemico é risultato neuroprotettivo [18].

Recenti evidenze suggeriscono cheil danno cerebrale
neonatal e di tipo ipossico-ischemico siaprevalentemente
di tipo caspase-dependent e apoptotic-like [19-25] a
differenza dell’ adulto dove questo meccanismo si
riscontra solo per alcune morti cellulari [26-28]. Le
caspases sono unafamigliadi proteasi cisteinaaspartil-
specifiche omologhe del gene ced-3 del Caenorhabditis
elegans. Sono presenti in molte cellule come zimogeni
inattivi e sono attivate durante il processo apoptotico.
Laloro iniziale attivazione é richiesta per molte forme
di morte cellularedi tipo apoptotico ed avvieneattraverso
il cleavage di una grande varieta di proteine nucleari e
cellulari.

Potenziali fattori neuropr otettivi

Sebbene numerose altre sostanze, oltre agli AA
eccitatori, interverrebbero nella tossicita riscontrabile
nellaipossia-ischemia, vi sono agenti che proteggono i
neuroni del SNC neonatal e dallatossicita prodottadagli
AA eccitatori e che svolgerebbero secondariamente un
effetto neuroprotettivo. Inoltre, alalucedel cambiamenti
dinamici che avvengono durante lo sviluppo cerebrale,
epossibileipotizzarel’ esistenzadi sostanze con funzione
protettiva sia verso la tossicita prodotta dagli AA
eccitatori sia verso altri agenti in grado di produrre la
morte cellulare a causa del danno ipossico-ischemico.

Nonostante il fatto che i meccanismi della
neuroprotezione non siano ancoracompl etamente chiari,
numerose evidenze sperimentali suggeriscono un
potenziale ruolo giocato dai fattori neurotrofici. Sono
stati chiamati in causail fibroblast growth factor (FGF)
[29], I'insulin-like growth factor-1 (IGF) [30], il nerve
growth factor (NGF) [31], il brain-derived neurotrophic
factor (BDNF) [32], il ciliary neurotrophic factor
(CNTF) [33], il tumor necrosis factor alfa (TNFalfa)
[34], la neurotrophin 4/5 (NT 4/5) [35] come agenti



potenziali nellaneuroprotezione durante le primefasi di
sviluppo ontogenetico del SNC, nella rigenerazione di
lesioni acarico del SNPinrispostaad un danno prodotto
da diversi agenti [36]. Per esempio, il FGF, sommini-
strato sistemicamente, migliora le lesioni dello striato
prodotte in ratti neonati dall’ azione del M PP+ (1-metil-
fenilpiridinio) [37]; il CNTF svolgerebbe un’azione
protettiva mediante I’ attivazione di microglia e
I’aumento dei processi di astrogliosi nel cervello
neonatale di ratto [38], mentre laNT 4/5 interverrebbe
nella protezione di danni nervosi periferici [35].

Altre sostanze sono state viste ricoprire un ipotetico
ruolo nellaneuroprotezione. Unadi queste sostanze éla
midkine (MK), una proteina legante I’ eparina, con
funzione neurotrofica. In seguito ad ischemia, infatti, si
osserverebbe una up-regulation dell’mRNA per laMK
ed un aumento dellasintesi di questaproteinanell’ippo-
campo con una conseguente partecipazione di questa
molecola nel processi riparativi che seguono il danno
neuronale [39]. A questo proposito va ricordata la
scoperta del 13-Mer peptide, brain injury-derived
neurotrophic peptide (BINP), un frammento di un fattore
neurotrofico che svolge una funzione di mantenimento
e sopravvivenzaacarico dei neuroni colinergici del setto
e dei neuroni dopaminergici mesencefalici ed una
funzionedi neuroprotezione, dadanno glutammatergico,
acarico dei neuroni ippocampali [40]. Non solo questi
fattori ma anche numerose citochine del SNC sono up-
regolate da danno cerebrale.

Tutte queste osservazioni suggeriscono I’ esistenzadi
sistemi che mantengono attivi i neuroni in seguito a
danno cerebrale fino a quando il sistema nervoso non
completamente sviluppato. Allaluce di questi dati, risulta
evidente chelo studio dei fattori neuroprotettivi sarebbe
di estremautilitanon solo per un approfondimento delle
conoscenze sui meccanismi fisiopatologici del danno
cerebrale ma anche per laindividuazione di potenziali
markers per ladiagnosi precoce ed il monitoraggio del
danno neuronale, con una potenziae trasferibilita nella
clinica. E' infatti noto un dato di grande interesse
terapeutico e cioe che nella sequenza di eventi che
portano alla morte neuronale, la vera e propria morte
cellulare é preceduta da una “finestra temporale”, di 8-
48 h dopo la perfusione, in cui intervenire terapeutica-
mente, per esempio con la somministrazione di fattori
neurotrofici coinvolti nei processi di neuroprotezione e
di neuroriparazione endogeni. Numerose evidenze
sperimentali indicano comenel SNC le neurotrofinenon
solo stimolano la crescita, il differenziamento e la
funzione della cellula nervosa, ma sono implicate e/o
regolano lamorte cellulare intrinseca programmata, piu
comunemente definita apoptosi. Poiché esistono delle
analogie tra i meccanismi di morte programmata e
necrosi, & verosimile ipotizzare che le neurotrofine
svolgano un ruol o essenzia e nei confronti dell’ apoptosi
e della necrosi associate a ipossia-ischemia, danno
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ossidativo, ipoglicemia ed eccitotossine. E' bene
sottolineare, tuttavia, chei meccanismi di mortecellulare
aseguito di ischemiacerebrale sembrano essere correl ati
alla gravita dell’insulto. Per esempio, I'ischemia
transitoriasembraesitare prevalementementein apoptosi,
mentre la necrosi si manifesta principal mente a seguito
di ischemia. Le neurotrofine, e in particolare il NGF,
sembrano svolgere un ruolo importante nei processi
protettivi della morte cellulare indotta da ischemia
cerebrale. Nelle pagine successive verranno discussi i
risultati ottenuti e le ipotesi prospettate sul possibile
coinvolgimento del NGF e del BDNF, le due principali
neurotrofine, durante o a seguito di ipossia cerebrale.

Neurotrofine e neuroprotezione
del danno cerebrale

Le neurotrofine (NT) sono polipeptidi facenti parte
della famiglia dei fattori neurotrofici [41] che a basse
dosi intervengono nella sopravvivenza e nel
mantenimento di specifiche linee cellulari neuronali sia
nel SNC che nel SNP [42]. Il NGF, il BDNF, NT-3 e
NT4/5 fanno parte di questafamiglia. Oltre anumerose
funzioni, leNT svolgono quelladi controllo dellamorte
neuronale programmata durante lo sviluppo [43-45],
morte che presentatutte le caratteristiche dell’ apoptosi.
Le funzioni di mediatori di vita e di morte delle NT
vengono svolte grazie all’ attivazione dei recettori Trk
espressi dai neuroni responsivi [42]. | recettori Trk ele
stesse NT sono espresse in varie parti del cervello fin
dallefasi piu precoci dello sviluppo cerebrale [42]. Per
esempio, |’espressione dell’mRNA per il NGF ed il
BDNF é regolata dall’ attivita neuronale per mezzo di
meccanismi che coinvolgono differenti sistemi
neurotrasmettitoriali inclusi i recettori per il glutammato
[31, 46]. E inoltre noto cheil mMRNA per il NGF e per il
BDNF aumenta nel cervello dei roditori in numerose
condizioni fisiopatol ogiche e dopo danno neuronale.

Nerve growth factor (NGF). - Tra i vari fattori di
crescitaisolati e caratterizzati, il NGF viene considerato
un fattore di crescitacon un elevato potenziaedi utilizzo
clinico siain patologie di natura nervosaquali il morbo
di Alzheimer, il morbo di Parkinson ed alcune neuropatie
periferiche[47], Siain patol ogie umane cutanee quali le
ulcere corneali [48]. Negli ultimi anni, studi condotti
nel nostro edin altri laboratori sul ruolo del NGF durante
il periodo perinatalein condizioni normali ed in seguito
ad insulti neurotossici e ipossico-ischemici, avvalorano
taleipotesi. Sullabase delle conoscenze attuali € percio
verosimileipotizzare un potenzial einteresse terapeutico
del NGF e/o di altre NT nella riduzione del danno
ipossico perinatale e/o nel ristabilire le connessioni
neuritiche alterate.
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I NGF elaNT meglio conosciuta nell’ ambito delle
NT di cui fanno parteancheil BDNF, I'NT-3el’NT 4/5
[41]. Nel SNC, il NGF agisce sunumerose linee cellulari
neuronali [49] di cui lameglio definita e rappresentata
dai neuroni colinergici dello striato e del forebrain basale
[50-53]. L'inizio dell’azione piu incisiva del NGF sui
neuroni responsivi si manifesta subito dopo la nascita
nel cervello dei ratti, epoca questa che corrisponde
pressappoco a periodo prenatale dello sviluppo del
cervello nell’uomo. Si &, inoltre, visto che I’ azione del
NGF é correlata al’ espressione del recettore trkA da
parte delle cellule target [49, 53, 54].

Nel SNC, il NGF esercita un’azione protettiva sui
neuroni che esprimono trkA in numerosi modelli di
danno neuronale [55]. Sebbenei meccanismi non siano
ancora del tutto chiari, recenti dati suggeriscono chein
alcune situazioni il NGF sembrerebbe esserein grado di
ridurre il danno indotto da insulto ischemico su
specifiche popolazioni neuronali. Molti studi hanno
infatti evidenziato che neuroni dell’ippocampo, della
corteccia e dello striato presentano un ridotto danno
neuronale se esposti ad una maggiore disponibilita di
NGF endogeno ed, inoltre, che questa NT svolgerebbe
un ruolo protettivo globale nei riguardi di numerose e
differenti linee cellulari neuronali, incluse quellechenon
esprimono gli specifici recettori trkA. Per esempio,
abbiamo dimostrato, nel cervello di ratti neonati, cheil
grave danno dello striato e delle strutture vicine indotto
dallainiezione diretta intracerebrale di acido ibotenico
(un AA eccitatore) pud essere abolito dalla iniezione
contemporanea di NGF [56]. L’ effetto neuroprotettivo
del NGF é visibile non soloin circail 3% delle cellule
dello striato che esprimono trkA ma anche nell’intera
regione striatale. Simili, sebbene meno evidenti, risultati
sono stati ottenuti nello striato di ratto adulto [57, 58].
Si ¢ inoltre, visto cheil NGF svolge unaazione protettiva
nei riguardi dell’azione tossica svolta dall’acido
quinolinico, un antagonista recettoriale NMDA [58],
svolge un’azione protettiva contro la neurotossicita
indotta dal glutammato in colture di neuroni corticali
[59] e nellamorte neuronal eippocampal e, quando viene
somministrato nel ventricolo laterale destro, in seguito
aischemia cerebrale globale nel ratto adulto [60].

Una delle prime dimostrazioni dell’ effetto neuro-
protettivo di unaneurotrofina, e nello specifico del NGF,
in un modello animale di danno cerebrale ipossico-
ischemico, si deve a Holtzman et al. [61] i quali
utilizzarono I’ iniezionedirettaintracerebrale di NGF per
valutareil possibile effetto neuroprotettivo di questaNT
sul danno ipossico-ischemico cerebrale prodotto dalla
legaturaunilaterale dellacarotide. Nell o stesso anno altri
autori dimostrarono che la somministrazione sistemica
di NGF, BDNF e FGF attenuavail dannoindottoin vivo
dallaipossiachimicadaM PP+, con meccanismo mediato
dalla attenuazione dello stress ossidativo [62].

Studi piu recenti suggeriscono che la somministra-
zione endocerebrale di NGF riduce, in maniera
significativa, la morte di neuroni cerebrali indotta, in
modelli animali, da ischemia acuta della corteccia. E’
stato inoltre evidenziato che il NGF riduce il danno
ischemico su neuroni cerebrali indotto da occlusione
dell’ arteriacerebralein topi knockout per il NGF. Proprio
per queste proprietaneuroprotettive svolte sullo sviluppo
dei neuroni cerebrali e sullamorte neuronale postnatale
ed adulta, il NGF potrebbe essere preso in considerazione
come potenziale molecola coinvolta nellariduzione del
danno ipossico cerebrale e/o di altre forme di insulti
neuronali chesi osservano duranteil periodo perinatale.

Brain-derived neurotrophic factor (BDNF). - Trale
NT, il BDNF, per alcune sue carétteristiche, ricopre un
ruolo di grande interesse nello sviluppo del SNC, siain
condizioni fisiologiche che in condizioni di danno [63].
In primo luogo, il recettore per il BDNF, trkB, il suo
MRNA e la proteina stessa sono espresse da un ampio
rangedi fenotipi neuronali differenti [64-73] adifferenza
di quanto si osserva per il NGF il cui recettore trkA &
espresso da un limitato numero di cellule del SNC [49,
53, 74]. E' stato anche dimostrato chei livelli di trkB e
di mRNA per il BDNF presentano una up-regulation
intorno ale aree lesionate da un danno ischemico o da
coma [75-80]; &, inoltre, noto che il BDNF interviene
nel ripararelelesioni neonatali del midollo spinale[81].
Si é visto, inoltre, che il pretrattamento con iniezione
intracerebroventricolare di BDNF svolge un efficace
effetto neuroprotettivo nel riguardi di tessuti neonatali
che hanno subito un danno i possi co-ischemico, migliora
il deficit mnemonico e I’ apprendimento spaziae [82],
che questo effetto correla con I’ abilita del BDNF nello
stimolarelafosforilazione del trkB e chevariacon |’ eta
dell’ animal e essendo piu efficace durante le prime fasi
del periodo perinatale [83]. Un recente studio ha
dimostrato, utilizzando uno specifico marker molecolare
di apoptosi, che il danno ipossico-ischemico durante lo
sviluppo cerebrale pud essere considerato alla stregua
di un forte stimol o apoptotico collegato alla attivazione
della caspase-3 e che il BDNF pud bloccare questo
processo in vivo; inoltre, I'abilita del BDNF ad inibire
I" attivazione della caspase-3 e la conseguente apoptosi
avviene, ingran parte, graziealasuacapacitadi svolgere
una funzione neuroprotettiva [84]. Numerosi studi
confermano questo dato; si & visto, infatti, che oltre a
fenomeni di necrosi, numerose cellule presentano, in
seguito a danno ipossico-ischemico, fenomeni di
apoptosi [19, 21-25]. Un altro studio ha confermato ed
ampliato questi dati scoprendo che |’'azione
neuroprotettiva del BDNF, in seguito a danno ipossico-
ischemico neonatale, avviene attraverso | attivazione
dellaviaextracellulare delle protein-chinasi (ERK) enon
di quella del fosfatidilinositolo 3-kinasi (PI3-Kinase)
[85].



Tabella 1. - Danno cerebrale ipossico-ischemico e ruolo protettivo di NGF e BDNF
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Autore Materiali e metodi Risultati Conclusioni
Aloe, 1987 Iniezione diretta intracerebrale di In ratti neonati non trattati Effetto neuroprotettivo
[56] acido ibotenico e di NGF in contemporaneamente con NGF del NGF non solo sul
ratti neonati si osserva un grave danno 3% delle cellule
a carico dello striato e dello striato che
delle strutture vicine esprimono trkA ma
anche sull'intera regione
striatale
Holtzman Iniezione diretta cerebrale di | controlli non trattati con NGF Effetto neuroprotettivo del
et al. 1996 NGF in ratti di 7 giorni sottoposti mostrano una riduzione del 30-40% NGF nel danno cerebrale
[61] a danno ipossico-ischemico del volume dello striato e della ipossico-ischemico
in seguito a legatura corteccia ipsilaterale alla legatura, probabilmente mediato
unilaterale della carotide contro il 10% osservato dalla fosforilazione della
nei ratti trattati con NGF tirosina del trkA in
differenti regioni cerebrali
Korhonen Campione: 7 pz neonati | neonati con asfissia presentano Il BDNF protegge dal
et al. 1998 colpiti da asfissia grave alti livelli di BDNF e danno asfittico prolungato
[86] vs 8 pz senza asfissia 0 bassi livelli di NGF liquorali
infezioni (intervallo di eta:
1 giorno-6 mesi)
Diagnosi: classificazione di
Sarnat e Sarnat (1976);
indice di Apgar;
pH del sangue arterioso da
arteria ombelicare
Dosaggio di NGF e BDNF
nel liquor (ELISA)
Almli Pretrattamento con iniezione Riduzione della densita neuronale Il BDNF & protettivo
et al. 2000 intracerebroventricolare di BDNF dello strato CA1 in ratti non verso il danno tessutale
[82] in ratti di 7 giorni sottoposti a pretrattati con BDNF, ed il deficit cognitivo

danno ipossico-ischemico

correlato con deficit cognitivo

mediante legatura unilaterale
della carotide.

Morris water maze a 20-30 giorni
e analisi istologica del cervello
(corteccia, striato, ippocampo)

NGF: nerve growth factor; BDNF: brain-derived neurotrophic factor.

Il problemarestala difficolta ad estendere i modelli
di apoptosi a patologie umane neurologiche. A questo
proposito vale la penadi ricordare un recente studio in
cui si e visto un aumento di BDNF nel liquido
cerebrospinale di neonati colpiti da asfissia perinatale
che, per contro, presentavano bassi livelli di NGF
liquorale [86]. L’aumento di BDNF liquorale era
riconducibile anche ad un aumento della sintesi del
BDNF e ad un meccanismo di up-regulation recettoriale
per il BDNF. E’' possibile che I’aumento di BDNF nei
neonati che hanno subito un processo di asfissiaabbiail
significato di un meccanismo di difesa cerebrale per
proteggere i neuroni dal danno prolungato. Rimane da
chiarire se BDNF esogeno somministrato ai neonati
possa alleviare i sintomi neurologici e offrire una
migliore prognosi ai piccoli pazienti che hanno subitoiil
danno ipossico-ischemico.

Conclusioni

L'insulto ischemico-ipossico cerebrale pre- e peri-
natale pud indurre danno o morte neuronale, con
conseguenze che spesso persistono per tuttalavita. Negli
anni recenti si & constato che con il miglioramento
dell’ assistenza neonatale, la comprensione dei
meccanismi coinvolti nella morte cellulare e
I"identificazione di nuovi farmaci potrebbero facilitare
ulteriormente la possibilita di ridurreil danno cerebrale
emigliorarelecondizioni di vitadel paziente. Molti studi
pubblicati negli ultimi anni hanno evidenziato lacapacita
di fattori di crescita prodotti dal tessuto cerebrale di
promuovere la protezione, ritardare e/o indurre riparo
dal danno neuronale post-ischemico. Anche se la
sopravvivenza dei neuroni cerebrali € regolata dalla
sintesi e utilizzo di uno o piu mediatori biologici, si
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ritiene chefattori neurotrofici, e specificatamenteil NGF
e il BDNF, rilasciati durante o a seguito dell’insulto
ischemico, svolgerebbero un ruolo importante nei
processsi che concorrono adeterminarelasopravvivenza
o la morte cellulare programmata (apoptosi). Infatti i
dati fin qui ottenuti sembrano avvalorare!’ipotesi cheil
NGF rilasciato localmente durante e/o in seguito
all’insulto ischemico sia in grado di sopprimere i
meccanismi intrinseci di morte cellulare per apoptosi.

| risultati discussi in questo breve articolo relativo a
ruolo del NGF e BDNF nei processi di apoptosi
neuronale a seguito di insulto ipossico-ischemico
rappresentano un utile contributo allacomprensione dei
meccanismi di morte cellulare associata a danno
ischemico cerebrale, che potrebbero rivelarsi utili per
aumentare le nostre conoscenze sui meccanismi
patogenetici dell’ischemia cerebrale perinatale e per
identificare nuove potenziali strategie terapeutiche.
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Riassunto. - Lalesione ipossica perinatale € una delle maggiori cause di alterazione del normale sviluppo
neurologico. Studi recenti su modelli animali hanno mostrato che eventi di natura ipossi co-ischemica avviano
un processo di riorganizzazione dell’ architettura sinaptica che comporta modificazioni transitorie dell’ espres-
sione siadi proteine sinaptiche (sinapsina 1, SNAP 25, APP) che di proteine neuronali (MAP2, N-CAM, GAP-
43, preseniline), attive durante I’ ontogenesi del sistema nervoso. Per alcune di queste proteine, in seguito al-
I’ evento ipossico, si verificano modificazioni post-traduzionali, mentre altre sono interessate da insoliti eventi
di trascrizione. Uno studio pit approfondito sulle proteine associate alla plasticita sinaptica potrebbe fornire una
preziosa chiave di lettura per lamiglior comprensione dei meccanismi di recupero del sistema nervoso.

Parole chiave: marcatori proteici, ipossia-ischemia, modello animale, uomo.

Summary (Proteic marker of hypoxic-ischaemic damage). - Perinatal hypoxic injury isthe major cause of
normal neural developmental alterations. Recent studies concerning animal models show that an hypoxic/
ischaemic event triggers a process taking to a synaptic architecture reorganization which induces a transient
change in the synaptic (synapsin 1, SNAP 25, APP) and neuronal (MAP2, N-CAM, GAP-43 and presenilins)
protein expression. Herewereview the post-trandl ationa modifications of some proteins after hypoxic-ischaemic
events. A deeper study on synaptic proteins plasticity could give an important key for the understanding of the

recovery mechanisms of the nervous system.

Key words: proteic markers, hypoxia-ischaemia, anima model, human.

Introduzione

Il danno ipossico-ischemico cerebrale si verifica
frequentemente in eta neonatale in seguito ad episodi
quali |'asfissia intrapartum o I’ arresto respiratorio.
Nonostante gli interventi terapeutici comunemente
utilizzati, gli esiti di tali eventi possono manifestarsi con
alcuni deficit neurologici quali la paralisi cerebrale, il
ritardo mentale e I'epilessia. Gli effetti dell’ipossia-
ischemia in etd perinatale e nell’ adulto, pur causati da
processi degenerativi analoghi, mostrano differenze
sostanziali; infatti, mentre nel neonato il tessuto nervoso
€ ancora metabolicamente immaturo [1] e, evento forse
ancora piu decisivo, adattato ad un ambiente povero di
ossigeno, il tessuto cerebrale adulto, altamente
differenziato, risulta particolarmente sensibile a
variazioni dellapressionerelativadell’ ossigeno. E’ stato
osservato che mentre nell’ adulto i processi neuronali di
necrosi e apoptosi sono lenti [2], negli animali neonati, e
presumibilmente negli infanti umani, la morte cellulare
risulta molto piu rapida, per cui i tempi effettivi per
realizzare un efficace intervento terapeutico non
dovrebbero superareledue-sei ore[3]. Tuttavia, il sistema
nervoso centralefetale, presentanotevoli capacitareattive
ed adattative all’ asfissia [4] per cui lamaggior parte dei

neonati che presentano unaseveraacidemianel momento
del parto, mostrano, successivamente, un decorso
postnatale privo di complicazioni [5].

Quando la perfusione cerebrale é troppo bassa per
fornire un’ adeguata ossigenazione, alivello cellulare ha
inizio una cascata di eventi biochimici innescati da un
deficit energetico con conseguente arresto dellabiosi ntesi
delle proteine, grave acidosi, accumulo citoplasmatico
di ioni Ca™, perossidazione lipidica e rilascio del
glutammato dalle vescicole sinaptiche[3]. Lasuccessiva
riperfusione, invece di ristabilire un ambiente adeguato
alla sopravvivenza delle cellule nervose, determina un
ulteriore aggravamento del quadro clinico causato daun
anomalo aumento della pressione nei capillari cerebrali
con conseguente rilascio di radicali liberi, sintesi di
ossido nitrico, sviluppo di reazioni infiammatorie ed una
rinnovata attivita eccitotossica del glutammato.

Sebbeneatutt’ oggi si dispongadi pocheinformazioni
riguardanti i meccanismi plastici che consentono il
rimodellamento assonale ed il recupero dell’ efficacia
sinaptica, questi, tuttavia, sono certamente coinvolti negli
eventi successivi agli insulti di tipo i possico-ischemico.

In modelli sperimentali condotti su roditori, trai quali
il gerbillo della Mongolia (Meriones ungiculatus),
I"ischemia transitoria del prosencefalo determina un
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pattern di morte neuronale che vede coinvolti la
maggioranzadel neuroni piramidali ippocampali CAle
lamaggior parte di quelli inibitori polimorfici dell’ilo
del giro dentato [6-9].

Alcuni autori hanno proposto che |’ eccitazione
propagata dalle cellule granulari del giro dentato ai
neuroni piramidali ippocampali in CA1l, sia il
meccanismo attraverso il qualetali cellule muoiono nei
quattro giorni successivi al’induzione dell’insulto
ischemico [9, 10]. La morte neuronale e la perdita
dell’ organizzazione sinaptica determinano tuttavia un
riadattamento dei neuroni resistenti, che orientano lo
sviluppo delleloro terminazioni versoi distretti danneg-
gidti, ristabilendo in parte, le connessioni sinaptiche.

E' stato rilevato che alcune proteine, note per il loro
coinvolgimento nello sviluppo del sistema nervoso e
nell’ organizzazione del network neuronale, vengono
riespresse inaspettatamente, in seguito ad insulti di tipo
ischemico e nel corso di alcune malattie neuro-
degenerative [11-13]. Ad esempio, nell’ippocampo del
gerbillo e del ratto dopo ischemia transitoria del
prosencefalo si osserva I'induzione della SNAP-25
(synaptosomal associated protein of 25 kDa), proteina
coinvolta nella crescita assonale durante I’ ontogenesi
cerebrale, e fortemente indotta, dopo danno ischemico,
nello “strato muscoide” dell’ippocampo [14-16].
Analogamente dopo ischemia, si 0sserva un aumento
anche dell’RNA messaggero della GAP-43 (growth
associated protein of 43 kDa) [17, 18].

L articolo vuole rivisitare i recenti contributi forniti
dai dati sperimentali in relazione ad acune proteine
normalmente espresse nel corso dell’ ontogenesi, la cui
induzione risulta aumentata o diminuita a seguito di
episodi di ipossia-ischemia. Tali proteine possono
risultare utili marcatori prognostici del danno neuronale
causato da ipossia-ischemia cerebrale perinatale e
dimostrarsi efficaci per la valutazione degli interventi
farmaco-terapeutici e lo sviluppo di nuove terapie.

Lasinapsinal (synapsinl)

La singpsina | € una fosfoproteina localizzata nella
parte citoplasmatica interna delle vescicole sinaptiche
dellaquale sono note dueisoforme di splicing di 80 e 86
kDa[19].Laproteinavienesintetizzatanei corpi cellulari
neuronali etrasferitacontrasporto assonale[20],insieme
aleprincipali proteine assonali e sinaptiche, ai terminali
nervosi. Lasinapsinal funge dasubstrato dellaCaMKI|
(protein chinasi calcio-calmodulinadipendente) eregola
il legame ad elementi citoscheletrici quali I'acting, la
tubulinaed i neurofilamenti, mediante fosforilazione.

Osservazioni al microscopio elettronico ed analisi di
immunocitochi micahanno stabilito chelaproteinaforma
legami contemporaneamente, sia con le vescicole
sinaptiche che conil citoscheletro, principalmente coni

filamenti di actina[21-23].Inoltrelafosforilazionedella
parte C-terminale della sinapsina facilita la sua
dissociazione dall’ actina citoschel etricaincrementando
I attivita di esocitos delle vescicole sinaptiche. Questo
meccanismo, a sua volta, regola il rilascio del
neurotrasmettitore dalle vescicole, influenzando
I” efficienza della trasmissione sinaptica [24].

Durante lo sviluppo, la proteina viene espressa nel
neuropilo, dove partecipa a differenziamento e alla
maturazione funzionale delle sinapsi [25]. 11 soma
neuronale, i dendriti, i bulbi assonali, lagliaelecellule
endoteliali invece, mostrano un basso livello di
espressione. Dopo ischemia, la proteina tende a
scomparire piuttosto tardivamente rispetto ad altri
marcatori proteici, sianell’ emisfero ischemico coinvolto,
chein quello controlaterale allalesione, in quest’ ultimo
soprattutto nello strato molecolare del giro dentato.

La sinapsina | é stata studiata durante I’ipossia-
ischemia cerebrale neonatale nel ratto, indotta
unilateralmente attraverso occlusione della carotide
sinistraerilevatane sinaptosomi, mediante elettroforesi
ed immunoblotting [19]. L’ analisi biochimicanon mostra
cambiamenti significativi dell’ espressione nell’ emisfero
ischemico rispetto a quello normale. Tuttavia |’ analisi
della fosforilazione della sinapsina | decresce dopo
ventuno ore sia nell’ emisfero ischemico che in quello
normale, dopo unasettimanaquestadiminuizionerisulta
ancorapiu evidente e dopo un mese érilevabile soltanto
nell’ emisferoischemico per scomparire totalmente dopo
tremesi. Ulteriori esperimenti di ischemiacerebrale, con
occlusione della carotide destra sono stati condotti sul
cervello del gerbillo [26]. Nell’emisfero ischemico,
I’immunoreattivita della sinapsina inizia a scomparire
dal talamo, dopo un giorno; dopo tregiorni nonsi osserva
pit nell’ippocampo, nella corteccia cerebrale e nella
parte dorsale del caudato-putamen, per poi scomparire,
dopo un mesg, in tutto I’ emisfero destro. Nell’ emisfero
non ischemico dopo tre giorni dall’ischemiasi verifica
un danno selettivo e quindi ha inizio una nuova
sinaptogenes nello strato molecolare del giro dentato.
In tale emisfero vengono chiaramente rilevati sia una
perdita di circa un terzo dell’immunoreattivita della
proteina, dovuta al danno selettivo delle terminazioni
presinaptiche di questa regione, che un suo successivo
recupero aseguito dellasinaptogenesi ex novo. L' analisi
biochimica mediante immunoblot, effettuata dopo 24
ore dall’episodio ischemico conferma i dati
dellI’ immunoistochimica.

Sempre sul gerbillo, é stato condotto uno studio
immunoistochimico, mediante occlusione “bilaterale”
della carotide [24]. L’ischemia prodotta sperimental-
mente, induce la morte cellulare sia dei neuroni
piramidali dell’ippocampo chedi quelli del giro dentato
e dell’ilo, determinando un decremento dell’immuno-
reattivitadellaproteina, soprattutto nellazonapiuinterna



dello strato molecolare del giro dentato. Dopo due-
quattro ore e fino ad una settimana dall’ischemia,
I'immunoreattivita rilevata subisce un aumento nelle
terminazioni nervose dell’ilo e dello stratum lucidum
nell’area CA3, comerilevato dall’ analisi densitometrica
che mostra un incremento della densita ottica del 200
percento. Dopo unasettimana, I'immunoreattivitainizia
a decrescere nella zona piu interna dello strato
molecolare e successivamente tale diminuizione tende
ad estendersi anche alle terminazioni nervose dell’ilo e
dello stratumlucidumdell’ area CA3, fino araggiungere
i livelli dei controlli. Successivamente anchei livelli di
immunoreattivita della sinapsina nella zona pit interna
dello strato molecolare, tornano ad eguagliare i livelli
tipici degli animali di controllo.

SNAP-25 (synaptosomal-associated protein of 25 kDa)

Anche la SNAP-25, coinvolta nell’ ontogenesi,
inducibile in seguito ad un danno ipossico. Laproteina,
associataai sinaptosomi, con un peso molecolare di 25
kDa fu inizialmente identificata come specifica dei
neuroni [15]. La sua espressione, elevata durante la
sinaptogenesi, risulta principalmente localizzata nei
terminali nervosi e negli assoni [16]. La proteina,
componente essenzial e del meccanismo di esocitosi che
conduce al rilascio del neurotrasmettitore, forma un
complesso eterotrimerico, sia legandosi alla
sinaptobrevina, presente sulla vescicola nella quale é
contenuto il neurotrasmettitore, che alla sintaxina
ancorata alla membrana plasmatica pre-sinaptica. Tale
complesso, inpresenzadi ATPR, si dissociaattivando una
cascatadi eventi che determinalafusionedellavescicola
sinaptica alla membrana pre-sinaptica [27].

Durante la fase iniziadle dello sviluppo, il livello di
espressione della SNAP-25 & molto basso, aumentacon
laformazionedelesinaps, per essere espressain seguito,
in modo rilevante, nei coni di crescitaassonali [28]. La
proteina, trasportata nelle terminazioni nervose pre-
sinaptiche, svolge un ruolo chiave nella formazione e
nella stabilizzazione delle terminazioni stesse [29]. La
sua espressione € stata studiata mediante immuno-
istochimica, nel gerbillo, dopo rapida induzione di
ischemiacerebraetransitoria(5 min) effettuatamediante
I’ occlusione “bilaterale” della carotide [14].

In condizioni normali la SNAP-25 e rilevabile
nell’ippocampo, ed in particolare, nel neuropilo dell’ area
CAL1, dl’interno dello strato muscoide e nello stratum
lucidum. Dopo un giorno dall’induzione dell’ ischemia,
I’immunoreattivita della SNAP-25 aumenta nello
stratum lucidum e quindi la sua osservazione, dopo due,
quattro ore e dopo unasettimana, mostrail suo maggiore
incremento nello strato muscoide pitl interno dell’ilo.
Dopo una settimana, I"immunorezattivita decresce nello
strato molecolare del giro dentato, in seguito allamorte
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dei neuroni dell’ilo che proiettano le innervazioni in
guestaarea. A distanzadi due settimane dallalesione, la
proteina aumenta in corteccia e nell’ippocampo, in
particolare nello strato oriens e nel radiatum, oltre che
nel giro dentato, indicando un reinnervamento dello
strato molecolare.

Il pattern di immunoreattivita osservato nel gerbillo
e molto simile aquello descritto nel ratti e nei topi [ 16,
30], mentre non sono disponibili, al momento, dati
relativi al’ espressionedellaproteinanel cervello umano.

GAP-43 (growth associated protein - 43)

Solo dalla meta degli anni ottanta si giunse a
comprendere che unaseriedi studi iniziati daun decennio
riguardanti fosfo-proteine note come B-50, F1,
neuromodulinag, pp46 e GAP-43 avevano come prota-
gonista un’ unica proteina sinaptica implicata sia negli
eventi dello sviluppo, sianei cambiamenti di plasticita
neurale del cervello maturo [31].

La GAP-43 € una proteina di 43 kDa strettamente
associata allo strato citoplasmatico delle membrane
terminali del neuroni [32]. Essa e attual mente considerata
il maggior substrato della protein-chinasi C nei
compartimenti presinaptici ed é stato riportato che in
risposta a fenomeno neuro-fisiologico del potenzia-
mento alungo termine (LTP) [33], puo subire variazioni
persistenti dello stato di fosforilazione. La proteina si
lega alla calmodulina [34], con insolita modalita Ca*-
indipendente e probabilmente, forma legami anche nei
coni di crescita degli assoni [35] con due proteine del
citoscheletro: I’ actina e la spettrina. La GAP-43 regol a,
inoltre, I'inibizione di una classe di proteine G, che
rappresenta uno degli eventi precoci nell’ attivazione
della crescita assonale [36, 37].

Esperimenti condotti su modelli animali hanno
mostrato il ruolofisiologico chiave svolto dallaproteina
nella crescita e nell’ arborizzazione dell’ assone; infatti
in topi transgenici I’ inattivazione funzionale del gene,
prodotta da mutazioni e delezioni, impedisceil corretto
orientamento degli assoni [38], mentre |’ espressione
della proteina, oltre i livelli usuali, provoca una loro
eccessiva arborizzazione [39].

Inrispostaad eventi di tipoipossico-ischemico é stato
osservato un significativo incremento dei livelli
d’ espressione della GAP-43. Ta eincremento e ricondu-
cibile ala capacita dei neuroni resistenti allo stimolo
degenerativo di avviare un processo parzialmente
compensatorio che € alla base del meccanismo di
plasticita del sistema nervoso, di cui la proteina é un
marcatore riconosciuto.

L’ espressione di RNA messaggero della GAP-43 pud
essere normalmente osservabile in aree specifiche
dell’ippocampo di ratto (CA1, CA2, CA3,il0). Tuttavia,
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in seguito al’induzione di ischemia globale é stato
evidenziato un moderato ma precoce aumento di RNA
messaggero sia nei neuroni dell’ilo che nelle cellule
granulari del giro dentato [17]. | neuroni dell’ area CA3,
resistente alla degenerazione cellulare, dopo 3-5 giorni
dallo stimol o ischemico mostrano unincremento anal 0go
che suggerisce nuovamente un possibile meccanismo di
tipo plastico necessario nel recupero delle connessioni
assoniche nell’area CA1, dove si verifica, come
precedentemente descritto, lacompletascomparsadelle
cellule neuronali.

Esperimenti di ischemia focale indotta nell’ area
parietale della corteccia, mostrano nel nucleus basalis
magnocellularis, un aumento transitorio dei livelli di
RNA messaggero della GAP-43, incremento cherimane
ancora rilevante dopo una settimana dalla lesione [40].
Nel talamo, e osservabile un aumento analogo che
tuttavia resta significativo soltanto nei primi tre giorni
post-trauma. Anchelearee corticali limitrofeallalesione
presentano un incremento dei livelli di trascritto nei
neuroni piramidali del quinto strato, che raggiunge il
suo apiceintregiorni erestarilevabile per due settimane.

Studi eseguiti mediante lesioni corticali hanno
evidenziato un aumento dell’immunoreattivita della
GAP-43, nell’area che delimita il bordo della lesione
ischemica (penumbra) dopo tempi brevissimi
d’induzione (sei ore) [41]. L'immunoreattivita risulta
localizzatasianel somacellulare, indice dellaneosintesi
proteica, che nel coni d’ emergenza degli assoni.

L’incremento simultaneo dell’ espressione di altre
proteinequali laMAP2 elaCiclinaD1, nellamedesima
area, puo suggerire che tali variazioni siano parte di un
tentativo di riparazione del danno cellulare, per
preservare i neuroni parzialmente danneggiati. Alcuni
autori basandosi su tali evidenze sostengono I'ipotesi
che, in seguito a danno cellulare, i neuroni sembrano
regredire ad uno stadio primitivo dello sviluppo neurale,
conriattivazionedi quelle proteine funzionalmente attive
duranteil ciclo cellulare ed espresse, normalmente, prima
del differenziamento [41].

MAP 2 (microtubule associated protein 2)

La proteina associata ai microtubuli 2 o MAP2 &
attualmente considerata un marcatore del danno
neuronale dendritico. Inizialmente venne identificata
come una proteina strutturale necessaria, con gli atri
componenti intracellulari quali I’ actina, i neurofilamenti,
ed i mitocondri, per mantenerela neuroarchitettura[42].
Risulta costituita da una coppia di polipeptidi del peso
molecolaredi 280 kDa(MAP2ae MAP2b) edaun’dtra
isoforma, meno abbondante nel cervello in sviluppo, di
70 kDa (MAPZ2c).

In condizioni normali la MAP2 é confinata nei
neuroni; lasuaespressione risultamaggiore nel dendriti,
dove appare sia nell’albero dendritico e nelle spine

sinaptiche [43], che nei corpi cellulari [44], mentre é
assente negli assoni [45]. Laproteinasembraconsolidare
i processi neuronali [46] oltre arappresentare un sito di
legame siaper laprotein chinasi CAMP dipendente [47,
48], sia per una chinasi calcio/calmodulina dipendente
[49] enzimi responsabili della fosforilazione della
MAP2, che potrebbero rivestire un ruolo fondamentale
nel segnale del neurotrasmettitore [45].

LaMAP2 & considerata un utile marcatore immuno-
istochimico per lo studio dei terminali post-sinaptici e
dei cambiamenti patologici osservati nei dendriti e nei
corpi cellulari. Infatti, gli studi condotti indicanochele
modificazioni ed il riarrangiamento della proteina
possono monitorare unafase precoce indispensabile per
I"avvio di numerosi processi che tendono a modificare
la funzione neuronale. Come suggerito da numerosi
esperimenti di danno ischemico, laproteinarisultaessere
un marcatore molto sensibile per tale tipo di danno [50-
55]. Infatti, laperditadellaMAP-2 pud essere coinvolta
nella fase iniziae della disfunzione neuronalee nella
scomparsadell’ arborizzazione dendritica che puo essere
considerata, generandosi soltanto un’ oradopo|’ischemia
cerebrale, un primo precoce segno di neuro-
degenerazione.

In particolare, laproteinaé statastudiatain un modello
di dannoipossico-ischemico “neonatal€’ nel ratto di sette
giorni, la cui maturita cerebrale corrisponderebbe a
guelladel feto umano atermine. L’ esperimento consiste
nell’induzione ischemica “unilaterale”, mediante
occlusione della carotide sinistra seguita dall’ osserva-
zione dell’immunocol orazione della proteina dopo tre-
otto ore e dopo uno-tre giorni dall’ischemia [56].
L'immunoresttivitadellaMAP2, osservatain ratti appena
nati rivelaalterazioni precoci della proteina, soprattutto
nellaregione CA3 ddI’ippocampo che normalmente, nei
ratti adulti, non risulta vulnerabile al danno. Nella
corteccia, lascomparsadellaproteinaé evidente giadopo
tre ore, con una caratteristica colorazione “acolonna’.

La perdita della MAP2 progredisce, quindi, nel
tempo, in termini sia di dimensioni dell’ area coinvolta
che di intensita dell’immunocolorazione. Questo dato
farebbe supporre una regressione rapida e transiente
dell’immunoreattivita della proteina da collegarsi ala
perditadi antigenicitadellaM AP2 causatadafattori qudi
la fosforilazione della proteina stessa, tipica dell’ eta
neonatale. Una perdita maggiore € rilevabile dopo tre
giorni dall’induzione dell’ipossia-ischemia[57] mentre
la sua scomparsa permanente € correlabile al danno
citoscheletrico nei neuroni [51].

L’ espressione della MAP2 é stata osservata con
tecniche di immunocolorazione anche in un modello
animale di ratto adulto. Dopo una rapida induzione di
ischemia, |I"'immunoreattivita della proteina risulta
diminuitanellacortecciacerebrale, nell’ ippocampo e nel
talamo dell’ emisfero ipsilaterale. La sua perdita é
massima a settantadue ore dall’ i schemia soprattutto nel



giro dentato e nella regione CA1. L'emisfero contro-
laterale, invece, non presenta alterazioni immuno-
istochimiche nell’ espressione della proteina. In
particolare sono stati rilevati due differenti tipi di danno
neuronale, uno “reversibile” e I'altro di tipo
“irreversibile”. Il primo consiste nella perdita precoce
della MAP2, mentre il secondo tipo € da corrdlars ad
alterazioni simili che s verificano in uno stadio piu
tardivo e associabili alla morte neuronale che provoca
laperdita delle sinapsi [58].

B-APP

La proteina precursore della g-amiloide (B-APP) &
una glicoproteina transmembrana di tipo 1 espressa,
preferenzialmente, nel cervello. Nell’ uomo la proteina
e codificata da un singolo gene sul cromosoma 21 che
genera numerose isoforme a seguito di un taglio
alternativo del suo RNA messaggero.

Le forme secrete di p-APP rilasciate nell’ ambiente
extracellulare sono di duetipi: quelle che presentano la
regione KPI (Kunitz-type protease inhibitor), APP,;, e
APP__ equellein cui questaregione e assente (APP,
e APP,,,). La forma neuronale dell’ APP e quella
costitutitada 695 aminoacidi (APP 695). Come osservato
danumerosi studi, tali isoforme mostrano localizzazioni
diverse[59, 60] elaloroinduzione, inrispostaall’ insulto
ipossi co-ischemico, avvienein manieradifferente. Dopo
ischemia, infatti, le isoforme contenenti la regione KPI
subiscono un incremento della loro espressione che
contribuisce, probabilmente, alla rigenerazione
neuronale, mentrelealtre due diminuiscono in relazione
allaperdita neuronale.

Il precursore dell’amiloide, dopo essere stato
sintetizzato, vieneinviato, con trasporto assona e vel oce
[61], alle terminazioni nervose e localizzato nelle
membrane sinaptiche dove svolge il ruolo di
neuromodulatore. Inoltre nei neuroni ippocampali e in
quelli corticali la B-APP haun' attivita protettivacontro
gli insulti eccitotossici, attraverso un meccanismo che
coinvolge la stabilizzazione dei livelli del calcio [62].

In seguito al danno ischemico I’ espressione della p-
APP aumenta soprattutto nei neuroni e negli astrociti, in
relazione a vari meccanismi. Inizialmente la proteina
aumenta a causa dell’ incremento della sua sintesi o per
diminuzione dell’ efficienza del turn-over nei neuroni
vulnerabili e negli astrociti della regione danneggiata.
In un secondo momento I’ APP é rilasciata dai neuroni
degenerati e dagli astrociti vicini alla regione che ha
subito I’insultoischemico. Infinelap-APPaumentanelle
cellule del sangue come ad esempio le piastrine e viene
trasportata dagli astrociti perivascolari [62]. In alcuni
lavori éstatorilevato chelasovra-espressione di B-APP,
indotta dall’insulto ipossico-ischemico nello strato di
cellule piramidali produce neurotossicita[63, 64] mentre
in atri casi promuove la neuroprotezione e la crescita
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neuritica [65-67]. Un’ipotesi che potrebbe spiegare
questa discrepanzafunzionale e chel’ APP, prodottasia
nelle celluleresistenti chein quellevulnerabili, potrebbe
svolgereruoli diversi asecondadel grado di espressione
del suo gene: livelli moderati di APP, favorirebbero la
sopravvivenza del neurone, mentre alti livelli ne
indurrebbero la morte cellulare per apoptosi.

L’ espressione dellap-APPéstatastudiatanei cervelli
di neonati umani e di ratto dopo insulto ipossico-
ischemico, mediante western blotting ed immuno-
istochimica [68]. Nel cervello dei neonati umani
I’ espressionedellaproteinainiziaad aumentare circa24
oredopo I’ insulto i possi co-ischemico fino araggiungere
i livelli piu elevati dopo 3 giorni dal danno cerebrale
indotto. Questo incremento non e stato osservato soltanto
nell’ area danneggiata del cervello, ma anche in quella
apparentemente non colpitadaischemia. Sembraquindi
che I'induzione di p-APP sia frutto di una risposta
adattativa del cervello neonatale al danno ipossico-
ischemico.

Nei ratti, I’analisi biochimica mediante western
blotting & stata studiata nella corteccia cerebrale, nello
striato e nell’ippocampo dopo quattro-dodici ore dalla
lesione efino atre giorni dal danno. E’ stato osservato
che la proteina inizia ad aumentare dopo due ore,
raggiungendo i suoi livelli piu ati dopo un giorno
dall’insulto ischemico.

L’ espressione della B-APP & stata osservata anche
nell’ippocampo del gerbillo [69] dopo induzione di
ischemia cerebrale mediante occlusione bilaterale della
carotide. Inizialmente si osserva una morte cellulare
neuronal e accompagnatadaipertrofiadegli astrociti nei
quali I'immunoreattivita della p-APP risulta molto
debole. Dopo una-quattro settimanedall’ insultoipossico-
ischemico, gli astrociti, ormai iperplasici, mostrano una
forteimmunoreattivita contro lap-APP, suggerendo che
I’ espressione della proteina sia associata ala prolifera-
zione astrocitaria[70].

Lepresenilinele?

Identificate nel 1995 in seguito agli studi riguardanti
unaforma ad insorgenza particolarmente precoce della
malattiadi Alzheimer di tipo familiare, le preseniline 1
e 2 (PS1, PS2) sono codificate rispettivamente dai geni:
S182 sul cromosoma 14 [71] e STM2 [72] sul
cromosoma 1. Le due proteine integrali di membrana
presentano un’omologia di sequenza del 67% ed
entrambe sono divise in due frammenti ammino e
carbossi-terminali di 30 e 18 kDa [73, 74] mediante un
processo proteolitico non ancora ben caratterizzato.

L'inizialelocalizzazione delle preseniline nel reticolo
endoplasmatico ed in misuraminore nel compartimento
del Golgi ha permesso di elaborare modelli strutturali
che prevedono da sette a nove domini trans-membrana
oltre ad un loop idrofilico con i domini ammino e
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carbossi-terminali orientati versoil citoplasma[75, 76].
Pit recentemente studi immunocitochimici hanno
rivelato che ambedue le proteine sono presenti sulla
membrana plasmatica [77] in particolare nei comparti-
menti pre e post-sinaptici dei neuroni, anche se non &
stato ancora definito se si tratti delle forme intere o di
frammenti proteolitici [78].

Le preseniline sono espresse in una notevole varieta
di tessuti ed organi [79] ed in particolare nel tessuto ce-
rebrale embrionale ed in quello adulto, nel quale sono
coivolte nel processamento del precursoredell’ amiloide
[80]. Sebbene le funzioni fisiologiche rimangano fon-
damentalmente sconosciute, numerosi studi hanno as-
segnato alle due proteine un ruolo nellaregolazione dei
segnali intracellulari durante lo sviluppo del sistema
nervoso centrale[81], nel mantenimento dell’ omeostasi
dello ione Ca?*[82] e nel fenomeno dell’ apoptosi [83].

La funzione primaria svolta dalla PS1 durante
I’embriogenesi [84] é statain parte rivelata dagli studi
condotti in topi knock-out (PS1 -/-) nei quali vieneim-
peditalanormal e espressione dellaproteina. Gli anima-
li PS1 -/- muoiono primao immediatamente dopo lana-
scitaacausadi gravi difetti nellaformazione dei somiti
e dell’ apparato scheletrico associati ad emorragie cere-
brali. Intali modelli é statadocumentatala diminuzione
dell’ espressione di importanti fattori per latrasduzione
del segnaleintracellulare (Notch e delta), da cui deriva
I'ipotesi secondo la quale la PSL rivestirebbe una fun-
zionedirettao indirettain queste vie di trasduzione [85,
86]. Nonostante le dimostrazioni che avvaloranoil ruo-
lo funzionale della presenilina nell’ ontogenesi,
sorprendentemente, la piu alta espressione della PS1
stata registrata nel cervelletto e nell’ippocampo, dieci
giorni dopo la nascita. Tale dato suggerirebbe il
coinvolgimento della PS1 in almeno due processi di-
stinti rispettivamente attivi durante |I’embriogenesi elo
sviluppo postnatale del sistema nervoso centrale [87] .

Modelli transgenici in vitro ed in vivo sottoposti ad
ipossia-ischemia hanno mostrato che |’ espressione del-
lapresenilina 1 mutatainduce una vul nerabilita statisti-
camente maggiore in risposta a stimoli pro-apoptotici,
rispetto all’ espressione dellaproteinanativa[88, 82]. In
particolare colture cellulari transgeniche, poste in con-
dizioni di ipossiae conriduzionedi glucosio nel terreno
di crescita, mostrano una soglia di sensibilita alla man-
canzadi ossigeno significativamente minore con aumen-
to dellamortalitacellulare. Anche gli esperimenti invivo
di ischemia focale cerebrale che utilizzano modelli
transgenici mutati per la presenilina 1 mostrano un dan-
no tissutal e pit severo ed un recupero comportamentale
meno efficace, rispetto ai controlli che non esprimono
PS1 mutata [89]. | modelli transgenici suddetti, inoltre,
hanno permesso di dimostrare che la concentrazione
degli ioni calcio, dopo induzione di stimoli ipossico-
ischemici, dipende dalla presenza di mutazioni nella
sequenza della PS1. L’effetto della presenilina

sull’omeostasi del calcio deriva, probabilmente,
dall’interazione diretta con il recettore per larianodina
0 proteine associate, che potrebbe svolgere un ruolo nel
meccanismo precoce di attivazione dei processi
apoptotici [90].

L'ipossiainducel’ espressionedi un fattore di trascri-
zione relativamente raro, I’HIF-1, che a sua voltaim-
plementa |’ espressione della presenilina 2 legandosi a
siti multipli presenti nel promotore del gene STM2. In-
fatti colture cellulari ipossichedi retinaderivate daneo-
nati di ratto mostrano un notevole aumento del legame
del fattore HIF-1 a DNA, seguito da un incremento
dell’RNA messaggero di PS2 che resta sovra-espresso
per due-sette giorni [91]. Semprein condizioni di stress
ipossico si & potuta dimostrare |’ espressione di
un’isoforma della presenilina 2 in colture cellulari di
neuroblastoma, anal ogamente a quanto avviene nei cer-
velli di pazienti Alzheimer; taleisoformaosservabile solo
dopo ipossia, non comparein rispostaanessun atro tipo
di induzione[92].

Esperimenti su modelli animali hanno permesso di
osservare chel’ induzione dello stressipossi co-ischemico
produce, nei confini dell’ area colpita dainfarto, un ac-
cumulo di epitopi dellapresenilinal e 2 rilevabili nelle
cellule della glia [93]. 1l fenomeno sembrerebbe non
derivare dall’ attivita macrofagica, ma da un aumento
dell’ espressione endogena della glia attivata. Tale con-
siderazione é avvaloratadallapresenzadi frammenti N-
terminali di entrambe le preseniline nella microglia,
mentre gli astrociti risultano positivi solo verso gli
anticorpi specifici contro la sequenza aminoacidica del
loop idrofilico della presenilina 1.

I1 ruolo effettivo svolto dalle preseniline negli eventi
ipossico-ischemici deve essere ulteriormente approfon-
dito considerando anche i risultati che indicano un au-
mento dell’ espressione di PS1 nei neuroni resistenti
all’ischemiafocale dello strato CA3 e del giro dentato,
indotta nel sistema nervoso centrale del gerbillo della
Mongolia[94].

In conclusione mentre numerosi esperimenti sembra-
no suggerire un possibile coinvolgimento della
presenilina 1 nei meccanismi di recupero della lesione
ipossico-ischemica, la presenilina 2 potrebbe rivelarsi
un possibile target per contrastare I’ instaurarsi di mec-
canismi di morte cellulare programmata che caratteriz-
zano I’ evento ipossico-ischemico.

NCAM (neural cell adhesion molecule)

La NCAM, una delle circa 160 proteine che
appartengono allasuper-famigliadelleimmunoglobuline
[95] & considerata un elemento di notevole importanza
nell’ ontogenesi del sistema nervoso per il suo
coinvolgimento in molteplici eventi quali 1o sviluppo
assonale, lacrescitaneuriticaelafascicolazione nervosa



[96, 97]. La sequenza aminoacidica della NCAM é
codificata da un unico gene del quale sono note tre
isoforme principali, ottenute per splicing aternativo (N-
CAM 180, 140 e 120) [98]. Tutte le isoforme sono
caratterizzate dalla presenza di cinque domini 1g-simili
eduefibronectinadi tipo |11, mentre, soltanto I'isoforma
120 risulta priva del dominio trans-membrana pur
rimanendo legata alla membrana plasmatica mediante
un ponte glicosilico con un fosfatidilinositolo [99]. Le
interazioni cellula-cellulamediate dallaprotei napossono
essere di tipo omofilico od eterofilico; nelle prime i
legami inter-cellulari vengono stabiliti tradue molecole
di NCAM; nelledltreil partner & costituito danumerose
proteine tra le quali sono state identificate la L1 [100],
laTAG-1/axoninal[101] ed il recettore per il fattore di
crescita dei fibroblasti (FGFr) [102] .

Lavariabilitd della proteina di adesione neurade vie-
ne ulteriormente incrementata da modificazioni post-
traduzionali [103]. In particolare, due siti di N-
glicosilazione posti nel quinto dominio Ig-simile [104]
SOno considerati estremamente interessanti in quanto co-
stituiscono il sito di legame d’'elezione per I'acido
polisialico [105], un omopolimero o 2-8 dell’ acido N-
acetilneuroaminico [106]. Le catene di tale acido con-
feriscono alcune caratteristiche peculiari alla PSA-
NCAM per I’ingombro sterico elacaricaelettricanega-
tivadi cui sono dotate. Quella che viene definitalafor-
ma embrionale della NCAM [107], infatti, rispetto alle
forme non polisialicate, risulta caratterizzata da una
maggioredinamicanell’ interazione cellula-cellulae cel-
[ula-matrice, particolarmente utile durante I’ ontogenesi
guando, per assecondare | etrasformazioni morfologiche
dello sviluppo sono necessari legami facilmente
modificabili. Laformaembrionale dellaNCAM rimane
espressa nel cervello adulto in acune aree ben circo-
scritte come laneuroipofisi [108], i bulbi olfattivi [109],
la retina [110] e nei neuroni dello strato delle cellule
granulari dell’ippocampo [111]. Questi distretti del si-
stema nervoso centrale mantengono la capacitadi effet-
tuare cambiamenti strutturali e funzionali anche in eta
adulta, conservando unaintrinsecaattivitaneuroplastica
L’ espressione della PSA-NCAM é incrementata nei
neuroni e nelle cellule gliai in risposta ai fenomeni di
plasticitasinapticaallabase dell’ apprendimento [112] e
del consolidamento mnemonico [113] e nel corso del
rimodellamento neurale prodotto da al cune tipologie di
trauma cerebrale. Esperimenti di lesione condotti sulla
cortecciaentorinale[114] hanno permesso di individua
re, dopo quindici ore dalla resezione degli assoni
corticali, un aumento della concentrazione della forma
embrionale della NCAM nel citoplasma dei dendriti
neuronali dello strato granulare che attraversano lo stra-
to molecolareinterno nell’ ippocampo. Dopo quarantotto
ore |I'immunoreattivita prodotta dalle nuove proteine si
trasferisce nello strato molecolare esterno cui afferiscono
i dendriti. In quest’ ultimaareain seguito alalesione, in
circa due giorni, si verifica la perdita dell’85% delle
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singpsi [115]. Dopo trenta giorni la PSA-NCAM & an-
cora sovra-espressa sulle membrane plasmatiche delle
afferenze dello strato molecol are esterno, mentreladen-
sita sinaptica della regione ha recuperato il cinquanta
percento del valoreiniziade[116].

Esperimenti di ischemiaglobale condotti sul gerbillo
della Mongolia hanno evidenziato un moderato incre-
mento dopo 1-2 giorni della proteina polisialilata nelle
cellule dello strato granulare dell’ippocampo [117]. In
particolare, a partire dal quinto giorno post-trauma,
I'immunoreattivitaverso laNCAM diminuiscein modo
significativo nei neuroni, mentre |’ astrogliadei proces-
si radiali, presenta ancora sovra-espressione, dopo 35
giorni dal trauma ischemico.

Il significato dell’ aumento delle forme 120/140 della
NCAM, caratteristiche della glia, dopo I'ipossia-
ischemia, non € ancora stato compreso in modo
esaustivo, anche se esistono alcune evidenze di un suo
coinvolgimento nel supporto alacrescitaassonale[118].

Conclusioni

La risposta cerebrale all’ischemia é data dal bilan-
ciamentotral’ attivazione di meccanismi neuroprotettivi
endogeni e cambiamenti neurodistruttivi che aumenta-
no laprobabilitadellamorte cellulare. Tali processi con-
trapposti sono ulteriormenteinfluenzati dallaregolazione
dell’ espressione genica. D' adtrapartel’ aumentato livel -
lo di acune proteine, pud limitare la perdita cellulare
oltre ad attivare un meccanismo di riparo che influisce
sul recupero del danno subito da parte del cervello.

Il danno ipossico ischemico favorisce, come dimo-
strato dagli esempi dei vari marcatori proteici passati in
rassegna, una modificazione dell’ espressione quanti-
tativa e funzionale delle proteine coinvolte. Dauna par-
te si osserva la produzione selettiva di particolari
isoforme come nel caso dell’ APP (APP,;,) e dellaPS2,
dall’ atral’ induzione di modificazioni post-traduzionali
chenecambiano I’ attivita (fosforilazione dellasinapsina
| epolisidilazione dellaN-CAM), adattandolaalle nuo-
ve necessitadi recupero funzionale e strutturale del tes-
suto danneggiato.

L’ ipossia- ischemia perinatal e presentaancoraal cuni
meccanismi che non sono stati messi in lucein maniera
adeguata. Quello che emerge dalla lettura critica delle
evidenze riportate & una sostanziale carenza di
informazioni sull’ attivita delle proteine esaminate che
sono state quasi esclusivamente studiate sperimental-
mente nell’ adulto. | meccanismi biomolecolari di
degenerazione neuronal e e recupero funzionale nei due
processi potrebbero perd non differire in maniera
sostanziale ed anzi nell’ adulto, in seguito alla lesione
ipossico-ischemica si & da piu parti osservata una
regressione del tessuto nervoso ad uno stadio
parzialmente simile a quello embrionale. In definitiva
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I"ipotesi che le proteine attive durante I’ ontogenesi
conservino un ruolo nella fase successiva a danno
i possi co-ischemico potrebberivelarsi tanto piu veranel
caso dell’ipossia perinatale.

In conclusionei processi coinvolti nel cambiamento
di espressione delle proteine associate alla plasticita
sinaptica, necessitano attualmente di una maggiore
comprensione, perchéil loro studio potrebbefornireuna
preziosachiave di |ettura per aumentare le informazioni
disponibili sia sulle funzioni fisiologiche svolte dalle
stesse proteine, talvolta ancora ignote, sia sulla
regolazione sistemica di un evento necessariamente
complesso qualeil recupero dellafunzionalitadel tessuto
Nervoso.
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