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1. DEFINIZIONE E INTRODUZIONE ALL’ INSUFFICIENZA IN  TESTINALE

L’insufficienza intestinale (I.I.) € una condiziopatologica cronica in cui l'intestino
non é in grado di soddisfare i bisogni nutriziord#il’'organismo e la sopravvivenza o
la crescita del paziente sono possibili solo conregime di nutrizione artificiale. Il
carattere permanente di tali alterazioni consentdefinire la I.I. come generalmente
irreversibile. La definizione di I.I. deriva dalcdnoscimento della sindrome della
“diarrea intrattabile dell'infanzia” che originanente descriveva una diarrea
persistente iniziata entro i 3 mesi di vita, seezaenza di infezioni intestinali, non
responsiva al trattamento e gravata da un alto @igwortalita (1).

Negli anni '70 e '80 la maggioranza dei casi dirdha intrattabile era affetta da
celiachia, intolleranza secondaria ai disaccaridille proteine del latte vaccino (2).
Successivamente le piu frequenti cause di diantatiabile sono state quelle infettive
(50% circa dei casi) e le intolleranze alimenta€%) (3).

Negli anni '80 e '90 la mortalita legata all’l.l.ra& precoce e altissima (4). Piu
recentemente, l'individuazione precoce di enterepspecifiche suscettibili di terapia
farmacologica o dietetica ha determinato una rishzidei casi di I.I. Parallelamente il
pattern eziologico della I.I. € notevolmente cartb@sono state identificate alterazioni
strutturali primitive dell’enterocita responsabili diarrea intrattabile. Un’altra causa
recentemente identificata di diarrea intrattabilkeateropatia autoimmune, in cui una
specifica reazione autoimmunitaria, con la prodoeidi autoanticorpi anti-enterocita, €
responsabile di danno intestinale (5). Allo statoae I'l.l. e il risultato di patologie
intestinali primitive e generalmente irreversibibel tutto recentemente sono state
descritte specifiche alterazioni congenite dellbg@nesi dell’enterocita, come i difetti
congeniti diagB4 integrina e di eparan-solfato, che rendono cormia dorogressiva
riduzione del numero di casi di insufficienza ititesle senza causa nota (6). Queste,
insieme alle alterazioni anatomiche e post-chialrgi(intestino corto), alle forme su
base immunologica (allergica, inflammatoria, autoume) ed alle alterazioni della
motilita (pseudoostruzione intestinale cronicaktitoiscono i quattro principali gruppi
di eziologie che conducono all’l.l.

A partire dalla fine degli anni '60, la nutriziongarenterale (NP) ha permesso la
sopravvivenza a lungo termine di adulti e bambian d.l.. La attuali tecnologie
permettono che la NP venga effettuata anche a aelspaziente consentendogli una

buona qualita di vita ed una sopravvivenza indefiniSono stati effettuati trial



preliminari con farmaci in grado di modificare llesazioni intestinali con particolare
riguardo alla immunosoppressione, alla motilita lBassorbimento di elettroliti.
Parallelamente, vengono proposti in numero crescemntovi approcci chirurgici e, in
particolare, il trapianto di intestino.

L’identificazione della patologia responsabile dglle cruciale per definire appropriate
strategie di intervento. L’intestino corto, ad ep@meée una delle cause piu frequenti di
I.I. in eta pediatrica e di dipendenza dalla NP. domoscenza dei meccanismi che
regolano il trasporto di elettroliti e nutrientiligello intestinale e dei meccanismi che
stimolano l'adattamento intestinale & fondamentplr lo sviluppo di strategie
terapeutiche volte a stimolare il processo fisi@ogli adattamento intestinale. E’ stato
dimostrato che una combinazione di dieta ad altoteswto di carboidrati, la
somministrazione di glutamina e di ormone dellascita (GH) determinava, in una
popolazione di pazienti adulti con intestino copost-chirurgico, un miglioramento
dell’assorbimento di nutrienti, la riduzione delwme fecale, e la riduzione dei volumi
di NP (7).

Data la complessita ed eterogeneita delle causé.,dé indispensabile lo sviluppo di
strette connessioni tra centri con alta competemzspecializzazione nei campi di
clinica, chirurgia e ricerca. Nellambito della $&t@ Italiana di Gastroenterologia ed
Epatologia Pediatrica (SIGEP) e stato costituitonetwork nazionale per I'll. in eta
pediatrica che ha identificato centri di riferimemazionali per I'approccio diagnostico
ed il supporto nutrizionale a questi pazienti (8¢l periodo 1997-2000 il network ha
arruolato 74 bambini con LI.. In questo gruppgadzienti I'eziologia piu frequente era
la Sindrome da intestino corto (28%) seguita dallertanze alimentari multiple (14%),
enteropatia tipo “tufting” (11%), pseudoostruziomtestinale cronica da alterazione
neuronale o muscolare (9%), atrofia congenita defovilli ed enteropatia autoimmune
(8%). Il 22% dei casi non aveva una diagnosi egickn.

Un ruolo molto importante nell’approccio all'l.l.®volto dalla chirurgia. In particolare,
in bambini con intestino corto, sono stati propostierventi di “allungamento
intestinale” che mirano allaumento della supediantestinale totale (9). | primi
trapianti di intestino furono tentati nelluomo riegnni 60, ma non ebbero alcun
successo soprattutto per linefficacia dei farmammunosoppressivi utilizzati.
L’introduzione dell’lFK 506/Tacrolimus, insieme caitevanti innovazioni di tecnica
chirurgica, hanno significativamente migliorato dapravvivenza del trapianto e del

paziente (10,11). Il trapianto di intestino e dttuente indicato in caso di complicazioni



potenzialmente letali dovute alla sottostante jpaial intestinale o alle complicanze
correlate alla NPT (insufficienza epatica terminsdeondaria a NPT, perdita di accessi
vascolari, sepsi ricorrenti da catetere) (12). Glomiglioramento della terapia di
controllo del rigetto, che ha condotto ad un aumetglla sopravvivenza, il trapianto
precoce di intestino potrebbe essere indicato pdeldinstaurarsi delle complicanze
correlate alla NPT (13-15).

La conoscenza del pattern eziologico e della fetiologia della I.I. consente I'utilizzo
di farmaci. Il trattamento con immunosoppressorisgesso efficace nei casi di
enteropatia autoimmune. Il controllo della colestssociata ad NPT di lunga durata,
con la somministrazione di Ac. Ursodesossicolica,cnsentito un lungo periodo di
NP in molti casi (16). Recentemente e stato prapibdrattamento con farmaci attivi
sul trasporto intestinale di ioni e acqua e cotofatrofici. Partendo da dati ottenuti in
vitro & stata dimostrata I'efficacia dell’octreaidun analogo della somatostatina, nel
ridurre I'output fecale in bambini con diarrea agansecretiva (17,18).

Recentemente il GH é stato utilizzato in vitro edvivo e si € mostrato efficace
nell'indurre aumento della superficie intestinale pazienti con intestino corto e
promuovere l'adattamento intestinale (19,20). Il GBercita due distinti effetti di
importanza cruciale: un effetto proassorbitivo sakporto transepiteliale di elettroliti
ed acqua ed un effetto trofico su enterociti (Ehtrambi gli effetti sono desiderabili in
condizioni di diarrea grave e di lunga durata in lGatrofia epiteliale € associata a
secrezione di sodio e cloro.

L’obiettivo delle ricerche esposte in questa Tegjuello di un avanzamento nelle
conoscenze nel campo dell’l.l. in eta pediatricacdpitoli specifici sono stati affrontati,
con approcci di ricerca differenti, diversi aspeil’l.l. dal'epidemiologia alla storia
naturale. Attraverso I'utilizzo di modelli sperintaf in vitro sono stati studiati inoltre i
meccanismi fisiologici di controllo dell’omeostasdroelettrolitica intestinale e
meccanismi di risposta intestinale alle infezidnfine sono stati studiati i meccanismi
di azione del GH, proposto come terapia dell'elparallelamente, lo stesso GH é stato
utilizzato per il trattamento farmacologico dell’l.



2. EPIDEMIOLOGIA DELLINSUFFICIENZA INTESTINALE IN ETA
PEDIATRICA IN ITALIA

Introduzione

L’insufficienza intestinale e I'outcome di un ampi@ange di malattie primitive
dell'intestino o extraintestinali che, secondariatee conducono a deficit delle funzioni
digestivo-assorbitive intestinali (3). Nel momento cui si viene a creare una
condizione di I.l., la durata di questa condizianeritica in termini di prognosi e di
gestione, poiché regimi di NP di lunga durata sas&ociati a complicanze severe e ad
un alto tasso di mortalita (4). La presenza di gighe opzioni terapeutiche sia mediche
che chirurgiche, incluso il trapianto di intestinegndono necessario un approccio
specifico per il singolo paziente e, d’altro canioa pianificazione multicentrica che
unisca lo specialista clinico e il chirurgo.

Nella popolazione pediatrica I'l.l. € spesso iulato di una patologia primariamente
intestinale. Etiologie diverse ed eterogenee solonosciute attualmente come
responsabili di I.I. di lunga durata. Schematicaimde cause di I.I. possono essere
classificate in: a) alterazioni anatomiche cheudoho l'intestino corto congenito o
post-chirurgico; b) alterazioni strutturali delltenocita che includono [atrofia
congenita dei microvilli e la displasia epitelidte tufting enterophaty); c) disordini su
base inflammatoria o immunologia, che includonontégopatia autoimmune, le
intolleranze alimentari multiple e il M. di Crohrd) i disordini della motilita,
principalmente la pseudoostruzione cronica intaitin

Data l'eterogeneita e la rarita delle condizioniecltonducono a |I.I., dati
sufficientemente ampi sull’epidemiologia di questadizione clinica non sono riportati
in letteratura. La disponibilita di dati epidemigloi sono essenziali per identificare
priorita di intervento per bambini con L1, la panibilita di. A tale scopo e stato
utilizzato un approccio sperimentale combinato gignare l'incidenza e la prevalenza

di I.I. nella popolazione pediatrica italiana.

Metodi

L’l.l. e stata definita come una patologia primarente intestinale per la quale é stata
necessaria la somministrazione di NP di almend®% 7ell'input calorico totale per
almeno 4 settimane, oppure di almeno il 50% dglincalorico totale per almeno 3

mesi.



| dati sono stati raccolti utilizzando le seguefunti: 1) il Network italiano per
I'insufficienza intestinale in eta pediatrica, cimelude i maggiori centri nazionali di
gastroenterologia pediatrica (22); 2) i registiialditta Baxter, una societa privata che,
in convenzione con il Sistema Sanitario Nazion&enisce assistenza domiciliare e
nutrizione parenterale ai pazienti con I.1., sudut territorio nazionale; 3) dati forniti
da centri di chirurgia pediatrica dalla Societdidtaa di Chirurgia Pediatrica che hanno
riportato retrospettivamente il numero di bambiomd.l.; 4) i dati del Sistema Sanitario
Nazionale, attraverso la consultazione con i catlionalattia di database disponibili via
internet (www.ministerosalute.it)

L’incidenza e la prevalenza di I.l. sono stati o#dti sulla base dei nati vivi per anno e
del numero totale di bambini (0-14 anni) in Itatiel’anno 2000 secondo 'ISTAT.

Risultati

Al termine dellanno 2000, il Network italiano pél.l. in eta pediatrica seguiva in

follow up 47 bambini con L.I.. Nello stesso tempsm Baxter seguiva in terapia
domiciliare 29 bambini di cui 9 non erano inclugl MNetwork. | centri di chirurgia

pediatrica gestivano altri 9 casi. Sulla base @stjudati la prevalenza di I.1. al termine
dell’anno 2000 in ltalia era di 0.78 x 1®@ambini (tabella 2.1).

Tabella 2.1. Numero di bambini con insufficienza itestinale, in lItalia, alla fine
dell’anno 2000.

Fonti numero di bambini
Network italiano per I'l.1. 47

Baxter S.p.A. 9

Chirurgie pediatriche 9

Totale 65

L’incidenza di I.1. era stimata sulla base del nuond nuovi casi arruolati dal Network

e dalla Baxter negli anni 1999 e 2000, divisi denumero dei nati vivi per anno.

L’incidenza cosi calcolata era di 2.6 x°1@ 2 x 10 (nel 1999 e 2000, rispettivamente)
(tabella 2.2).

La sindrome da intestino corto (SBS) rappresenimvaaniera consistente il 25% circa

di tutti i bambini con I.I. seguiti dal Network ealth Baxter. Utilizzando il codice
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sanitario (delle schede di dimissione ospedaliepgy “malassorbimento post-
chirurgico”, il codice pitl aderente alla SBS, gaesteva un’incidenza di 1.5 x 1®el
1999. Su questa base, l'incidenza di I.I. sarebifexdl0° (tabella 2.2).

Tabella 2.2. Incidenza di insufficienza intestinalén eta pediatrica in Italia negli
anni 1999-2000.

Fonti 1999 2000
Network + Baxter + 2.6 x10° 2 x10°
Chirurgie

Codici di malattia per SBS| 6 x 10 Non disponibile
Codici di malattia per NEC| 1.2-2 x %0 Non disponibile

L’enterocolite necrotizzante (NEC) é riconosciutane la singola causa piu frequente
di SBS, essendo responsabile di circa il 30-50%tte gli SBS (23-25). Circa il 35% di
tutti i neonati con NEC ricevono un trattamentargigico e una media del 6% sviluppa
una SBS (26-31). L'incidenza di NEC in ltalia nafino 1999 é stata di 6.7 x10
Questo risulterebbe in 0.3-0.5 x AGuovi casi di SBS per anno e in 1.2-2 x°10
bambini con I.I. per anno (tabella 2.2).

Discussione

Questo studio rappresenta il primo tentativo dutaake I'epidemiologia dell’l.l. in un
intero paese. Poiché in una nazione sono dispordaili demografici e statistici
omogenei, e stato possibile valutare I'incidenza.ldil risultati complessivi mostrano
che l'incidenza complessiva di I.| in ltalia & compa tra 1.2 x IDe 6 x 10. La
prevalenza & di 0.67 x 0

Inoltre qui & stato utilizzato un approccio comlinger stimare l'incidenza e la
prevalenza di I.l. in eta pediatrica in Italia. tilizzo di una strategia multipla & stato
necessario per I'eterogeneita della condizione etiata possibile per la presenza di
multiple fonti di dati. L’l.l. € una condizione maiche necessita di un approccio ed una
gestione di elevata complessita, cosi come la caajmne tra centri con competenze
diverse. Il Network italiano per I'l.l. in eta pediica si € dimostrato uno strumento
molto efficace per la copertura dellintera popadae italiana di bambini con I.1.,



nonostante una certa sottostima sia possibile ggrotsibile presa in carico di casi
sporadici da parte di centri minori non inclusi Nettwork.

L'l.l. @ una sfida continua per il pediatra gastiszologo (32). La sua complessita
nasce dall’'eterogeneita delle cause, dalla sewdnitiza, dalla necessita di NP e, infine,
dalle terapie specifiche che includono il trapiagitintestino. Nel caso di patologie cosi
rare e complesse come I'l.l. la conoscenza debaepidemiologia fornisce le basi per

I'ottimizzazione delle risorse cliniche.



3. STORIA NATURALE DELLINSUFFICIENZA INTESTINALE | N ETA
PEDIATRICA IN ITALIA

Introduzione

Un numero crescente di nuove condizioni patologstmo riconosciute come causa di
I.I.. Nonostante negli ultimi anni siano state itiiécate nuove specifiche cause di l.l. e
ne siano stati caratterizzati i meccanismi molag¢oia un numero discreto di casi la
causa dell’l.l. resta ancora sconosciuta. Grazéenaigliori conoscenze scientifiche e ai
progressi nella nutrizione clinica, I'aspettativa dta dei bambini con I.I. e
progressivamente migliorata (33-35). L’l.l. restaawcondizione clinica complessa con
una qualita di vita non ottimale e gravata da dlen@sti sanitari e sociali. Bambini con
I.I. sono di solito seguiti presso centri di rifegnto per queste specifiche patologie, ma
I'esiguita del numero di casi rende indispensaldlecooperazione tra i centri e lo
sviluppo di approcci diagnostico-terapeutici comusel 1997 e diventato operativo |l
Network italiano per I'll. in eta pediatrica, nat@l'ambito della Societa Italiana di
Gastroenterologia ed Epatologia Pediatrica (22yakerso la collaborazione tra i centri
partecipanti & stata ottenuta, da un lato, la difyiida per ogni paziente dell’expertise e
delle procedure disponibili in ogni centro, dalifal che ogni centro ricevesse
informazioni su bambini con L.I. seguiti in tutttalla e accrescesse cosi le proprie
competenze.

Attraverso il Network nazionale é stata valutagpitiemiologia dell’l.l. in Italia ed &

stata studiata la sua storia naturale ed il sucooug in relazione all’etiologia dell’l.l.

Metodi

Sono stati arruolati tutti i bambini con I.I. setjgia gennaio 1997 a dicembre 2001 nei
centri partecipanti al Network nazionale per linl eta pediatrica. | dati sono stati

ottenuti e aggiornati attraverso moduli di arruckemo e follow up trasmessi

annualmente via internet al centro di coordiname®ono stati valutati i seguenti

parametri: eta di esordio dei sintomi gastrointesij eta di inizio della NP; durata della

NP; evoluzione del caso. | bambini sono stati ragpati sulla base della causa
primitiva di I.I. in 5 gruppi maggiori: sindrome datestino corto (SBS), disordini della

motilitd (MD), difetti strutturali dell’enterocitdSED), intolleranze alimentari multiple

(IF), enteropatia autoimmune (AIE). Bambini che rpmtevano rientrare in nessuno di

questi gruppi o la cui etiologia era sconosciussa#o classificato in un sesto gruppo.

10



Risultati

Tabella 3.1. Caratteristiche generali dei bambini on insufficienza intestinale (n = 109)

Media £SD Mediana (range)
Eta di esordio dei sintomi (mesi) 8.4+2f.2 0 (0-192)
Eta di inizio della NP (mesi) 16.3 +4Q.7 2 (0-200)
Follow-up (mesi) 50.3 £46.3 41 (2-252)
Durata della NP (mesi) 35.1 +46.4 18 (1-252)

Tabella 3.2. Etiologia dell'insufficienza intestinde in 109 bambini

Etiologia numero(%)
Sindrome da intestino corto 48 (44.0)
Disordini della motilita 16 (14.7)
Difetti strutturali dell’enterocita 14 (12.8)

Intolleranze alimentary 10 ( 9.2)
Enteropatia autoimmune 7 ( 6.5
Enterocolite citomegalovirus-indotta 2 (18
Enteropatia protido-disperdente 1 (0.9
Linfangectasia intestinale 1 (09
Malassorbimento di Glucosio-galattosio 1 (9

Malassorbimento primitivo degli acidi biliari 1 (0.9

Munchausen per procura 1 (09
Unknown 7 (6.5
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Nei 5 anni dello studio sono stati arruolati 10&nbani con I.1. dai 9 centri aderenti allo
studio. Le caratteristiche generali di questi barndbno riportate in tabella 3.1.

Le cause di I.l. sono riportate in tabella 3.2.peit0 a serie precedenti si & ottenuto,
grazie all'applicazione del modello del Networkauuzione dei casi senza diagnosi.
Sono state analizzate le caratteristiche dei p#aziappartenenti ai 5 gruppi
etiopatogenetici principali ed & stato osservaw, cima volta raggruppati per diagnosi,
era possibile distinguere in maniera significatalaune caratteristiche e I'outcome
dell'l.l.. Sia I'eta di esordio della sintomatolagche I'eta di inizio della NP variano in
relazione all’etiologia della I.I. (figura 3.1).

100
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Figura 3.1.Relazione tra eta di esordio della sintomatolggonne bianche) ed eta di
inizio della NP (colonne grigie). Sindrome da itites corto (SBS), disordini della
motilita (MD), alterazioni strutturali dell’enterita (SED), intolleranze alimentari (FI),

enteropatia autoimmune(AIE).

Anche la differenza di tempo tra I'esordio dei smt e l'inizio della NP, che e un
marcatore di gravita della malattia, varia a seeothell’etiologia primitiva (figura 3.1).
Si puo infatti assumere che un tempo breve indicia |.I. ad esordio precoce e
generalmente piu grave sul piano clinico rispettorane ad esordio tardivo. E’ stato
quindi analizzato I'outcome dei bambini con I.l.reélazione al gruppo etiopatogenetico.
| diversi gruppi differiscono per la durata totalella NP, ma soprattutto, differiscono
per la probabilita di raggiungere la sufficienztegiinale, di essere cioé svezzati dalla
NP. | dati mostrati in figura 3.2 mostrano come antini con I.I. secondaria a
intolleranze alimentari multiple sono svezzati daNP nel 100% dei casi ed in un
tempo piuttosto breve. All'opposto, bambini conoéir congenita dei microvilli o

tufting enterophaty (SED) non hanno nessuna pdisgibli liberarsi dalla NP. Pattern
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intermedi si osservano per 'enteropatia autoimmyik=) che, grazie alla terapia
immunosoppressiva, € reversibile nella maggiorepaiei casi, per la sindrome da
intestino corto (SBS) e, seppur con una prognoggioee, per i disturbi della motilita
(MD).

Fl
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mesi
Figura 3.2. Raggiungimento della sufficienza intestinale, ispwndente allo
svezzamento dalla nutrizione parenterale, in refezial tempo e per gruppo etiologico.
Discussione

Attraverso lo sviluppo di un modello assistenziakzionale di rete e attraverso lo
scambio di informazioni cliniche e/o campioni bigic, il Network per I'l.l. ha
permesso di migliorare le conoscenze sull’'l.l. Bassua storia naturale, di migliorare
I'approccio clinico sia diagnostico che terapeuticdivello nazionale, e di migliorare
I'expertise dei singoli centri partecipanti, pord@anad un sostanziale miglioramento
della gestione del bambino con L.I.

Attraverso questo lavoro € stata raccolta la daaigtiu ampia di bambini con I.I. ed in
maniera prospettica per 5 anni. | risultati di daelsvoro dimostrano che la causa
dell’l.l. e di cruciale importanza per la progndsil bambino e quindi per programmare
la gestione del caso a breve e lungo termine. dltas di questo lavoro infatti
dimostrano come, mentre per alcune patologie coenentolleranze alimentari e
I'enteropatia autoimmune I'l.l. € una condizionengelmente benigna e transitoria, per

altre come i difetti strutturali dell’enterocitagmvi € alcuna possibilita di svezzamento
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dalla NP. Pertanto tali bambini vanno avviati all presto ad altre terapie quali il
trapianto di intestino.
| risultati di questa parte delle ricerche svolens oggetto di due pubblicazioni

scientifiche riportate in appendice.
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4. MODELLI SPERIMENTALI DI INSUFFICIENZA INTESTINAL E:
L’'INFEZIONE DA ROTAVIRUS

Introduzione

La gastroenterite acuta e la causa piu frequenteodialita nei paesi in via di sviluppo
e di morbilitd nei paesi sviluppati. Il RotaviruR\Y{) e l'agente piu frequente di
gastroenterite acuta in eta pediatrica (36). lIl&Rs¥bmunque responsabile di un numero
elevato di casi di diarrea protratta e, seppurgarraramente, € in grado di causare una
vera e propria insufficienza intestinale, sopraédtun bambini immunodeficienti (37).
Nonostante i costi molto elevati correlati allaghagia da RV, non € disponibile alcuna
terapia antivirale specifica e un grosso sforztatogosto nello sviluppo di un vaccino
sicuro ed efficace.

I RV infetta gli enterociti maturi dei villi del ipcolo intestino. I meccanismi
responsabili della diarrea indotta da RV sono nptitee complessi. Questi includono
il danno diretto dell’enterocita con distruzione decrovilli, dei microfilamenti e delle
tight junction, l'inibizione delle disaccaridasi anembrana e del cotrasportatore
sodio/glucosio (38,39).

Diversi dati in letteratura suggeriscono che il manenterocitario e il seguente
malassorbimento non possono spiegare completarfeeptogenesi dell'infezione da
RV (38,40-42). Inoltre una diarrea precoce e acgwoserifica prima dell’evidenza del
danno villare e delle altre modifiche microscopicimelotte dal RV (43-46). Piu
recentemente, studi su modelli animali di infeziohanno portato alla scoperta di
meccanismi responsabili di secrezione intestindleachua ed elettroliti durante
I'infezione da RV. Cellule infettate con RV rilaacio una proteina non strutturale del
virus, chiamata non structural protein 4 (NSP4)e chedia molti dei meccanismi
patogenetici del RV e stimola nel topo una secrezidi cloro calcio-dipendente (47-
50). Lundgrenet al. hanno dimostrato inoltre che il sistema nervosterco é
implicato nella diarrea da RV, probabilmente atrao I'attivazione di riflessi secretori
ed il rilascio di neurotrasmettitori prosecretigij.

Il RV € in grado di infettare cellule Caco-2 e ddurre lisi cellulare e danno tissutale
(52). Le immunoglobuline sieriche umane (Igs) sangrado di inibire I'infezione da
RV in cellule Caco-2, riducendo il danno cellulatéraverso un effetto diretto anti-RV
(53).

15



L’'uso clinico delle Ilgs somministrate per via ordle inizialmente proposto per la
diarrea severa protratta (54). Quindi la loro effia fu dimostrata in bambini con
gastroenterite acuta (55). E’ interessante notane ¢teffetto delle Igs era
particolarmente evidente nelle primissime fasialdliarrea (55).

In questo capitolo sono riportati i risultati speeintali dell’effetto del RV sul trasporto
transepiteliale di ioni in un modello di infeziome cellule Caco-2. E’ stato inoltre

testato I'effetto delle Igs in questo modello diirione in vitro.
Metodi

Colture cellulari

Cellule Caco-2, ottenute dall’American Type Cult@ellection (Rockville, MD), sono
state cresciute in DMEM con 10% di siero bovinoaliet 1% aminoacidi non-
essenziali, 50 mU/ml penicillina, 50 mg/ml streptoima (56). L'infezione con RV e
stata effettuata come gia riportato in cellule efiéinziate 15-18 giorni dopo aver
raggiunto la confluenza, cresciute su filtri diipatbonato.

Ceppo virale e protocollo di infezione

E’ stato utilizzato il ceppo di RV SA11 per il qea¢ stata dimostrata in precedenza la
capacita di infettare e riprodursi efficientemeirecellule Caco-2 (57,58). Il virus
veniva attivato con 2@/ml di tripsina per 30 minuti a 37°C (53,59). @&l Caco-2
venivano lavate 2 volte e incubate per 12 ore cdEBD senza siero prima
dell'infezione. La sospensione virale era aggiudéh lato apicale del monostratao
cellulare e, dopo una incubazione di 60 minuti 2C37e cellule venivano nuovamente
lavate ed incubate in DMEM senza siero per il tempeadefinito. | tempi venivano
definiti a partire dal lavaggio e dalla rimozionel dirus in eccesso, non internalizzato,
dopo l'infezione. La carica virale e stata detemméncon un Plaque Forming Units
(PFU) test con cellule MA104 (60).

Studio del trasporto di ioni

Abbiamo utilizzato il modello sperimentale dellenexe di Ussing (55). Le cellule
erano cresciute in monostrati su filtri di policanlato (Costar Italia, Milano) per 15-18
giorni post-confluenza. L'area del filtro era dB4nf. Ogpni filtro era montato in una
camera (WPI, Sarasota, FL). Ogni compartimentcadesdimera (mucosale e sierosale)
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conteneva 5 ml di Ringer con la seguente compagzfm millimoli / litro): 114 NacCl,

5 KClI, 1.65 NaHPQ,, 0.3 NaHPQ,, 1.25 CaCJ, 1.1 MgC}, 25 NaHCQ, 10 glucosio,
che era costantemente insufflata con 5%8&00, e mantenuta a 37° C mediante
I'uso di un sistema di circolazione a pompa regotid un termostato.

L’infezione era effettuata con 5 PFU di RV per gkl A diversi tempi dall'infezione
venivano misurati i seguenti parametri elettrigffedtenza di potenziale transepiteliale
(PD), corrente di corto circuitold), e conduttanza ionicaGj. lsc € espresso in
microamperes per centimetro quadrag®\/em?®), G in millisiemens per centimetro
quadrato (mS/cA), e PD in millivolts (mV).

Per studiare il ruolo del GISQ? sostituiva il Cla concentrazioni equimolari. E’ stato
poi utilizzato un inibitore dei canali del Clil 5-nitro-2-3-(3-phenylpropylamino)
benzoic acid (NPPB) come gia dimostrato (62).

Per studiare il ruolo del €5 & stata utilizzata una soluzione di Ringer modifi (in
millimoli / litro): 1.65 NgHPQO,, 0.3 NaHPQO,, 25 NaHCQ, 53 NaCl, 5 KCI, 30.5
NaSOy, 2.35 MgC}4, 10 glucosio, 30.5 mannitolo. Inoltre abbiamoiztihto il chelante
del calcio 1,2-bis(2-aminophenoxy)ethane N,N,N’tBfraacetic acid/acetoxymethyl
ester (BAPTA/AM) (62).

Misura della resistenza transepiteliale

La resistenza transepiteliale (TER) del monostcattulare e stata misurata mediante il
Millicel-ERS resistance monitoring apparatus (Nddlre, Milano). La resistenza e
espressa in ohms/ém

Reagenti

Tutti i reagenti sono stati ottenuti da Sigma. gs provenivano da un singolo lotto
commerciale di Igs umane sieriche per uso pardatereon i seguenti titoli
neutralizzanti specifici per i diversi sierotipir&ii: Rotavirus ceppo Wa (sierotipo 1)
1:800; ceppo DS-1 (sierotipo 2) 1:1600; ceppo Pfswerotipo 3) 1:3200; ceppo ST-3
(sierotipo 4) 1:1600. | titoli specifici erano detenati come precedentemente riportato
(55).

Risultati

Modificazione dei parametri elettrici dopo infezeéooon Rotavirus
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Cellule Caco-2 erano infettate con RV e montateamere di Ussing. | parametri
elettrici mostravano un progressivo aumento belicompatibile con una secrezione di
anioni, in confronto con cellule non infettate (frg 4.1). L'aumento delk. era
statisticamente significativo dopo 1 ora dall'inteze (figura 4.1).

4 =G ontrol
3] ——r\/

Isc (microAmp/cmz2)

0 5 10 15 25 30 35 40

minuti

Figura 4.1. Aumento della corrente di corto circuito (Isc)dallule infettate
con RV rispetto a cellule controllo, montate in esendi Ussing 1 ora dopo

I'infezione.

Abbiamo quindi valutato I'effetto del RV sul traspm di ioni, a tempi diversi dopo
I'infezione (figura 4.2). L'effetto secretivo indotda RV era evidente gia 1 ora dopo
I'infezione, raggiungeva un picco a 2 ore, e qusididuceva progressivamente fino a
scomparire tra 6 e 12 ore dopo I'infezione (figdra).

In esperimenti paralleli abbiamo comparato I'effiefiulla secrezione di anioni con
I'effetto sulla TER che & una misura di integritgstitale (figura 4.3). | due parametri
erano modificati dal RV in maniera differenzialea Becrezione di anioni era indotta
nelle fasi precoci dell'infezione, solo successieabe si osservano modificazioni della
TER (figura 4.3). Dopo la cessazione della secrezattiva di ioni, I'effetto citotossico
del virus compare come dimostrato dalla cadutaad@ER (figura 4.3). Queste
modifiche dei parametri elettrici studiati rendooento di un duplice meccanismo di

diarrea da RV che si realizza con fasi cronologiai® distinte.
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Figura 4.2. Effetto secretivo del Rotavirus su cellule Caca-#mpi diversi dopo

I'infezione. * p < 0.05 vs controllo
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Figura 4.3. Effetto sequenziale del RV in cellule Caco-2 sskarezione (Isc)

e sull'integrita tessutale (TER, ohms/cm2)
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Caratterizzazione della secrezione di ioni indatsd Rotavirus

Per determinare se l'effetto elettrico causato Rl dipende da una secrezione di
anioni piuttosto che dall’assorbimento di catiosono stati effettuato esperimenti in
Ringer senza ClIn assenza di Cleffetto elettrico era virtualmente abolito (figu
4.4). Pertanto I'effetto del RV sulll; era completemente dipendente da una secrezione
di ioni CI.

Il RV necessita di ioni G4 sia per la sua internalizzazione che per I'indoeidlella
secrezione in modelli animali. Per questi motiitato studiato il ruolo del Ganella
secrezione di Clindotta dal RV. Come per gli esperimenti in assedizCl sono stati
effettuati esperimenti in assenza d#Ca@nche in questo caso la secrezione di ioni era

completamente abolita (figura 4.4).

4 -
3 i
Al
2 |
*
1- *
0 _
Rotavirus Cl- free Ca++ free

Figura 4.4. Effetto dell’eliminazione degli ioni Ck C&" sulla secrezione indotta da

Rotavirus. * p < 0.05 vs Rotavirus

Effetto delle immunoglobuline sullinfezione da &atus

Le Igs sono efficaci nel prevenire la caduta délR indotta dal RV (53). In questo
studio é stata valutata I'efficacia delle Igs sgkarezione di Cindotta dal RV. Le Igs
sono state aggiunte alle cellule dopo l'infezioteecellule sono state montate nelle
camere di Ussing 2 ore dopo linfezione. L’inculmam con le Igs inibiva
completamente la secrezione indotta da RV (figud. 4n esperimenti paralleli le Igs
sono risultate efficaci nell'inibizione sia dellacsezione di Clche della caduta della

TER indotte dal RV.
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Figura 4.5. Efficacia delle Immunoglobuline sieriche umandl'iméire la

secrezione di cloro indotta dal Rotavirus.

Discussione

Il RV causa diarrea con meccanismi multipli (38,3Xudi in animali hanno dimostrato
che il RV riduce il tasso di assorbimento di etditr glucosio e aminoacidi. Anche le
attivita enzimatiche del brush border sono inildtéa permeabilita transepiteliale é
aumentata. E’ osservazione clinica comune che ieRdfdisce con una diarrea acquosa
associata ad elevati volumi di feci nelle prime,fasguita poi da una fase piu lieve e
prolungata, caratterizzata spesso da intolleranzeadoidrati e malassorbimento.
Anche in modelli animali la diarrea precede il damstologico indotto dal RV (40).

E’ stato dimostrato che il RV infetta efficiententerie cellule Caco-2 inducendo un
danno citotossico inibito dalla somministrazione Igs (52,53). In questo lavoro
abbiamo dimostrato che, prima dell'effetto citotoss il RV induce un effetto
enterotossico. L’effetto consiste in una secrezidirieni CI con un meccanismo €a
dipendente. Queste caratteristiche dell’'effettogstigcono che I'enterotossina NSP4
del RV sia implicata in questo processo (47). Diapsecrezione precoce, che segna la
fase iniziale dell'infezione da RV si verifica ulisi cellulare con danno tissutale. Cosi,
in questo modello di infezione in vitro, viene ppotta un risposta al virus bifasica,
che riproduce e spiega quanto si osserva nellecarelinica in corso di gastroenterite
da RV.
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E’ stata quindi testata I'efficacia delle Igs umanequesto modello di infezione in
vitro. La somministrazione orale di Igs e efficawa trattamento della diarrea da RV
(54,55). Nel modello di infezione in vitro le Iger® efficaci nel prevenire sia il danno
cellulare che la secrezione di acqua ed elettrcig si verifica dopo l'infezione con
RV. Questo effetto potrebbe essere spiegato cqrdaenza di anticorpi anti-NSP4
nelle comuni preparazioni commerciali di Igs umah&sservazione dell’efficacia
delle Igs sulla secrezione in vitro indotta dal RVconsistente con I'osservazione
clinica dell’'effetto molto precoce delle Igs, quansomministrate per via orale ad un
bambino con gestroenterite acuta (55). Infine, pamanza potenziale delle 1gs nel
trattamento della diarrea da RV, e confermata dalor cruciale svolto dall'immunita
umorale nella memoria immunologia e nella prevemzidalle reinfezioni nel bambino

che é stato gia infettato con il RV.
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5. RUOLO E MECCANISMO D’AZIONE DELL'OSSIDO NITRICO  SULLA
REGOLAZIONE DEL TRASPORTO DI IONI NEGLI ENTEROCITI

Introduzione

Il trasporto di acqua ed elettroliti attraversoplielio intestinale e sotto il controllo di
diversi agenti tra cui neurotrasmettitori, ormoniagenti paracrini (63). E’ stato
dimostrato che l'ossido nitrico (NO) partecipa aogessi di trasporto transepiteliale
interagendo con il sistema nervoso enterico, sommdo la produzione di
prostaglandine, e con un effetto sull'aperturacadeiali del potassio (64,65).

NO e un gas con una emivita inferiore ai 5 sececheiviene degradato, in presenza di
acqua ed ossigeno, in nitriti e nitrati. L'NO e gotto da diversi tipi cellulari a partire
dall’L-arginina, da una famiglia di enzimi, le odsinitrico sintetasi (NOS) (66). Due
NOS costitutive (cCNOS) sono costantemente attiviimestino, la NOS neuronale
(nNOS o0 NOS 1) e la NOS endoteliale (eNOS o NOEB)rambe sono dipendenti dal
sistema C&-calmodulina, producono piccole quantitd di NO @csrincipalmente
implicate in processi omeostatici. Una terza iso@rdi NOS che non & €a
calmodulina dipendente, é attivata da diversi sie¢paacui citochine proinfiammatorie.
Quest'ultima forma, chiamata NOS inducibile (NO® INOS), necessita di almeno 2
ore per essere attivata, produce NO dopo almenmré-4lalla sua attivazione, con un
picco tra le 24 e le 72 ore (64,67,68). L'NO e mtbadl dall’enterocita sia dalle forme
costitutive che inducibile di NOS (69,70).

L’NO svolge un duplice ruolo sui processi che regol il trasporto ionico intestinale.
In condizioni fisiologiche, I'attivita basale deltdNOS é implicata nella regolazione del
tono pro-assorbitivo intestinale, ma non e chiaagesto sia il risultato di un effetto
diretto sull’enterocita, o indiretto attraversocibntrollo nervoso del flusso ematico
intestinale (63,64). Al contrario, in condizionitplbgiche come in corso di malattie
inflammatorie intestinali, un aumento della produms di NO da parte delliNOS,
induce una secrezione attiva di acqua ed elett(68t73).

L’'NO svolge anche un ruolo in condizioni di secogm® attiva di ioni. In modelli
animali 'NO riduceva la secrezione indotta datladina colerica (CT), anche se questa
osservazione non é stata confermata da altri a@éarj74). Recentemente e stato
ipotizzato che I'NO possa svolgere un duplice ruodtla regolazione del trasporto di
ioni, stimolando assorbimento o secrezione a seca@lla sua concentrazione (75).

Queste evidenze, apparentemente contrastanti,obabilmente ascrivibili agli effetti
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multipli del NO e dalla loro dose-dipendenza. Neflaggior parte degli studi sono stati
utilizzati tessuti interi contenenti cellule end@k, neuroni, miociti, leucociti, tutte
cellule produttrici di NO. Anche cellule Caco-2 drigine intestinale sono state
utilizzate per studiarne la risposta a batteri matogeni (76).

Lo scopo di questa parte della Tesi e stato quiltestare I'ippotesi che I'NO prodotto
da enterociti agisca come un regolatore intracakudel trasporto transepiteliale di ioni

sia in condizioni basali che in risposta alla seiome indotta dalla CT

Metodi

Colture cellulari.

Cellule Caco-2, ottenute dall' American Type CddtuCollection (ATCC) (Rockville,
MD), sono state cresciute in DMEM con 10% di sibavino fetale, 1% di aminoacidi
non essenziali, 50 mU/ml di penicillina, 50 mg/mktteptomicina (56).

Studio del trasporto di ioni.
Abbiamo utilizzato il modello delle camere di Ugsifb5). Le cellule erano cresciute in
monostrati su filtri di policarbonato (Costar, Mil@ per 15-18 giorni post-confluenza.

L’area del filtro era di 4.9 c?n Ogni filtro era montato in una camera (World Fsen
Instrument, Sarasota, FL). Ogni compartimento dedaera (mucosale e sierosale)
conteneva 5 ml di Ringer con la seguente compaséz{cm mmol/L): NaCl (114), KCI
(10), NgHPO, (1.65), NaHPO, (0.3), CaCJ (1.25), MgC} (1.1), NaHCQ (15),

glucose (19), che era costantemente insufflate0666 Q,- 5% CQ , e mantenuta a 37

°C mediante I'uso di un sitema di corcolazione mpa regolato da un termostato.
| seguenti parametri elettrici erano misurati prirradopo l'aggiunta di CT o
dell'inibitore delle NOS N-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME): differenzdi

ponziale transepiteliale (PD), corrente di cortewwito (Isc) e conduttanza ionica (G).

Isc & espresso in microamperes pe% qm\/cmz), G in millisiemens per cf’r(mS/crr?),

e PD in millivolts (mV).

| monostrati di cellule Caco-2 erano esposti allssima dose efficace di CT (6510
M) aggiunta al lato sierosale delle cellule, iniagtp ad entrambi i lati del monostrato.
Le massime concentrazioni efficaci di CT e di L-NEMsono state determinate in

esperimenti precedenti e non riportati.
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Misura delle concentrazioni intracellulari di cCAMP.

Le concentrazioni di CAMP sono state misurate caonkit commerciale come gia
descritto (Biotrak cyclic AMP assay system; AmeraHaternational, Amersham,UK),
(77).

Misura delle concentrazioni di NONOs'.

Le concentrazioni combinate di nitriti e nitrati |In@ezzo di coltura, prodotti di
degradazione del’NO, sono state determinate come&zione di Griess, dopo la
riduzione dei nitrati (78). La produzione di nitrg nitrati € quindi riportata come
produzione di NO. Gli esperimenti sono stati cotidabhche in soluzioni di Ringer
senza calcio come riportato nel capitolo 4 di cudssi.

Per valutare il ruolo della INOS come fonte di N§Dno stati condotti esperimenti in
presenza dell'inibitore specifico L-N-iminoethylsiye (L-NIL) 0.5 mM (79).

Risultati

Studi sul trasporto transepiteliale di ioni.

L’aggiunta simultanea di L-NAME ad entrambi i lael monostrato di Caco-2 induce
un aumento delllsc. La risposta elettrica e lemaprimi 35 minuti, con un picco a 55
minuti dall’aggiunta dellinibitore della NOS. L'amento dell’lsc e totalmente
dipendente dall'aumento di PD, giacché non é eviddile nessuna modificazione dei
valori di G. L’aggiunta della CT al lato luminalelte caco-2 induce un aumento simile
di Isc, senza modificare G. La preincubazione dedidule con L-NAME per 5 minuti
determina un ulteriore aumento di Isc indotto dalGr. Tale aumento &
significativamente maggiore della somma dell’etieti ogni singola molecola (figura
5.1).

Determinazione dei livelli di cCAMP.

Le concentrazioni intracellulari di cCAMP dopo uraali incubazione con CT, sono state
misurate in assenza o in presenza di L-NAME. Lai@iuce un aumento di 6 volte
rispetto ai valori basali, del cAMP intracellularginibitore della NOS, L-NAME,
induce un aumento significativo nelle concentrazibasali di cAMP. L'L-NAME,
inoltre, provoca un ulteriore aumento significatimelle concentrazioni di cAMP
stimolate dalla CT. Anche in questo caso, cosi cemaestato osservato per I'lsc nelle

stesse condizioni sperimentali, I'effetto di CT-&AME é sinergico, essendo maggiore
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della somme di ogni singolo effetto (figura 5.2).
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Figura 5.1 Effetto dellL-NAME e della tossina colerica (CE)I trasporto
transepiteliale di ioni. L'inibizione della produrie di ossido nitrico con
linibitore L-NAME provoca un aumento della Isc, ropatibile con la
secrezione di elettroliti. Anche la CT induce uparezione di ioni. L’effetto di
L-NAME e CT insieme € sinergico rispetto all'effettdelle 2 sostanze
utilizzate singolarmente. Pannello A; time-courgdidcubazione di cellule
Caco-2 con CT ed L-NAME. Pannello B; Effetto massisulla secrezione di
ioni dopo incubazione di cellule Caco-2 con CT BAME.

Produzione di ossido nitrico.

Dopo 1 ore di incubazione con CT si osserva un atoneelle concentrazioni di NO di
circa 9 volte rispetto ai valori basali. L'effetbodipendente dal calcio, perché in assenza
di calcio, non si osserva produzione di NO.

L’inibitore specifico della iINOS, L-NIL, non previe I'aumento di NO indotto dalla

CT. L’incubazione di cellule Caco-2 con l'analogel @éAMP, 8Br-cAMP, induce un
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aumento di NO (figura 5.3). L'8Br-cAMP aumenta lpoduzione di NO da parte

dell’enterocita in maniera dipendente dalla doggu(h 5.3).
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Figura 5.2. Effetto di tossina colerica (CT) e L-NAME sulle meentrazioni
intracellulari di cAMP. L’incubazione con CT e cdaNAME induce un
aumento della produzione di cAMP in cellule Cacd@che in questo caso L-
NAME e CT mostrano un effetto sinergico quando agtg insieme.
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Figura 5.3. Produzione di ossido nitrico dopo stimolazione c@AMP.
L'incubazione di cellule Caco-2 con un analogo daMP, I'8-Br.cAMP,
induce la produzione di ossido nitrico, in maniedipendente dalla
concentrazione.
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Discussione

La secrezione di acqua ed elettroliti nel lume stitele € un processo finalizzato a
diverse specifiche funzioni. Promuove I'ottimalegestione di nutrienti ed il loro
assorbimento, assieme al muco intestinale protéggaucosa e libera la superficie
intestinale da patogeni e tossine. Per preveniecaessiva perdita di liquidi, i flussi di
acqua e ioni devono essere finemente regolati cazcamismi di controllo efficaci (81).
In questo studio si dimostra che I'enterocita éacapdi limitare la secrezione di ioni
attraverso un meccanismo che implica la regolazimidivelli di NO. L’aumento di Isc
indotto dall'inibitore di NOS L-NAME suggerisce cleconcentrazioni intracellulari di
NO sono essenziali nel regolare il trasporto batalesepiteliale di ioni. L'aggiunta
contemporanea di CT e L-NAME provoca un aumentdadskcrezione di ioni
maggiore della somma degli effetti ottenuti conggjainta delle singole molecole.
Questo suggerisce un ruolo per 'NO anche nel éiritla secrezione attiva di ioni
indotta dalla CT. Gli effetti elettrici sono pasdllalle concentrazioni intracellulari di
CcAMP. Questo dimostra una stretta correlazione tneelli intracellulari di cAMP ed
NO, sia in condizioni basali che di attiva secraeio.’aumento della produzione di NO
in risposta a CT o 8-Br-CAMP indica che la sintdsiNO da parte dell’enterocita €
stimolata in risposta a condizioni di attiva se@ee di acqua ed elettroliti. La
produzione di NO nel nostro sistema dipende daitactazione della isoforma NOS 1.
E’ stato suggerito che la stimolazione della NOgua far parte della normale risposta
cellulare allo stress (82). Questi risultati confano il concetto di una autoregolazione,
da parte dell’enterocita in condizioni basali dedsporto transepiteliale, e di una
risposta omeostatica in condizioni di secrezionwatGli effetti dell’NO in risposta
alla CT nelle cellule Caco-2 ricordano quelli ossdircon altri secretagoghi come la
prostaglandina E2, I'enterotossina termostabilE.dioli e la tossina A del Clostridium
difficile (83). | risultati di questa ricerca dinmoano che I'enterocita svolge un ruolo
diretto nella regolazione omeostatica del trasptensepiteliale di acqua ed elettroliti,
attraverso l'attivazione del sistema cNOS-NO. Questtema funziona come un freno
della secrezione di ioni, sia in condizioni bas&lé di stimolazione legata all’aumento
del cAMP intracellulare.

| risultati di questo capitolo sono oggetto di ym#bblicazione scientifica allegata in

appendice.
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6. EFFETTI E MECCANISMI DI AZIONE DELL'ORMONE DELLA
CRESCITA SULLA CRESCITA CELLULARE E SUL TRASPORTO D | IONI
NELLINTESTINO

Introduzione

Abbiamo recentemente dimostrato che il GH prendte @ complesso meccanismo di
regolazione del trasporto transepiteliale di ior@ll’mtestino (84). I GH e un
polipeptide prodotto dall’adenoipofisi che svolgeévedsi ruoli nellambito della
fisiologia intestinale. Il GH stimola la crescitadd#ferenziazione dell’intestino di ratto
fetale e adulto (85,86), e del ratto sottopostcaarpia resezione intestinale (56,87);
stimola la sintesi di una proteina legante il aalei vitamina D-dipendente, stimola
I'assorbimento di calcio, la produzione di gastrexaomatostatina a livello gastrico e
l'uptake di aminoacidi (88,89). Nel ratto lipofissmia provoca un decremento
dell'assorbimento intestinale di acqua ed eletirabbnfermando un ruolo del GH nel
mantenimento del tono assorbitivo basale intesi(20).

In sistemi sperimentali, in vivo ed in vitro, abimia dimostrato che il GH € in grado di
stimolare in condizioni basali 'assorbimento dgaa e di elettroliti nell’ileo di ratto
(84). Utilizzando i medesimi modelli sperimentadibdamo successivamente dimostrato
che leffetto proassorbitivo del GH e presente 'mé#iro intestino, ma con una
maggiore intensita a livello del tratto prossimdés piccolo intestino e con una minore
intensita a livello del colon (19). Oltre ad estm@ un effetto proassorbitivo in
condizioni basali il GH riduce la secrezione attineotta da agonisti dei tre principali
meccanismi di trasduzione del segnale di attivazidella secrezione intestinale: il
CAMP, il cGMP e il C&" (84).

L’ampia espressione di recettori specifici per H Gegli enterociti fetali e dell’adulto
fa ipotizzare che i suoi effetti sul trasporto stteale nel’'uomo derivino da una diretta
interazione ormone-enterocita. Per verificare quesitesi € stato allestito un modello
sperimentale in vitro basato su una linea cellularestinale umana denominata Caco-
2. Le cellule Caco-2, coltivate per 15 giorni dofm confluenza, acquisiscono
caratteristiche morfofunzionali del tutto sovrapipin a quelle dell’enterocita ileale
maturo dell’apice del villo.

Utilizzando tale modello sperimentale abbiamo attendimostrazioni che gli effetti
del GH sul trasporto intestinale di acqua e iomivd@o da una diretta interazione tra
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ormone e membrana baso-laterale dell'enterocity (88 i meccanismi di tale effetto
restano in gran parte da definire (91-93).
Il recettore del GH appartiene alla famiglia decetori per i fattori emopoietici e
presenta analogie strutturali nei domini extradrgcacitoplasmatici con i recettori di
altri fattori, quali alcune interleuchine e I'egpoietina (91). Il legame GH-recettore
induce l'attivazione sequenziale di diverse ativéinzimatiche citoplasmatiche che in
ultimo si traduce nell'espressione di fattori tm@@onali specifici. In tal modo
I'interazione tra ormone e cellula porta alla prodae di nuove proteine e a diversi
effetti biologici (92).
E’ stato ipotizzato che il legame GH-recettore dutei 'attivazione di una proteino-
chinasi definita Jak2. Le Jaks attivano proteinéattatrici” e, attraverso queste,
modulano l'attivita delle proteino-chinasi attivatai mitogeni (MAPK) (94).
Le MAPK comprendono un gruppo di serino- treonihdaasi che sono attivate in
risposta a diversi stimoli extracellulari attravefa fosforilazione su residui di treonina
e tirosina. Attualmente si distinguono tre sottggriuprincipali di MAPK che sono
attivati da sequenze di fosforilazioni distinte im, alcuni casi, sovrapposte (94).
Nell’'ambito delle MAPK sulla cui funzione é statanstrata una possibile influenza
del GH vi sono:
1) p42 che risponde a segnali di fattori di cresaittraverso recettori tirosino-
chinasi.
2) p38 che e attivata da stimoli di stress celtulzzme raggi ultravioletti, shock
termico o citochine pro-inflammatorie (THFIL1).
Le MAPK svolgono funzioni di regolazione dell’esps@ne genica sia modificando
I'attivita di fattori trascrizionali che influendsul controllo post-trascrizionale. Inoltre
le MAPK non solo veicolano informazioni tra la menaua plasmatica della cellula e il
nucleo, ma fungono anche da veri punti nodali mégrazione ed amplificazione tra i
diversi segnali extracellulari alcuni dei quali oégno il controllo dell’espressione dei
geni.
Numerose sono le evidenze di un ruolo di p42 e8imella trasduzione del segnale del
GH sia in modelli di proliferazione cellulare chedifferenziazione.
Scopo di questo lavoro é stato definire i meccang@t'interazione GH-enterocita. In
particolare e stata testata I'ipotesi che le MAPR/@4 e p38 siano implicate nella

proliferazione cellulare e nell’'assorbimento diiistimolabili dal GH.
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Metodi

Reagenti
Tutti i reagenti sono stati ottenuti da Sigma, ea altrimenti specificato. Gli anticorpi

monoclonali anti p42/44 e p38 sono rispettivamelgia Santa Cruz Biotechnology e
Cell Signalling Technology. Gli anticorpi secondariil sistema di rilevazione per

chemioluminescenza (ECL) sono di Amersham Pharmacia

Colture cellulari

Cellule Caco-2 sono state ottenute dall’Americapd& Culture Collection (Rockville,
USA). Le cellule sono state fatte crescere in urzaoedi coltura costituito da:
“Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium” (DMEM), gluso (4.5 g/L), 10% di Fetal
Calf Serum (FCS), 1% di aminoacidi non essenzistieptomicina (50 mg/ml),
penicillina (50 mU/ml), e sono state incubate &£37n una atmosfera costituita da 5%
CO2 e 95% 02, come precedentemente riportato. @litstudi sono stati condotti su

cellule tra il 25° e il 40° passaggio.

Western blotting
Le cellule erano cresciute in monostrati per 15¢i8ni dopo aver raggiunto la

confluenza. Sono state quindi cresciute per 24pomma della stimolazione. Il GH
veniva aggiunto ad una concentrazione di 4nM pemittuti. Per valutare I'efficacia
degli inibitori specifici delle MAPKSs, questi sorstati aggiunti 30 minuti prima della
stimolazione con GH. Abbiamo utilizzato PD 098039 (1M) e SB 203580 (&M)
come inibitori specifici di MAPK p42/44 e p38 riiivamente. Alla fine della
stimolazione le cellule venivano lavate in PBS &dfio e raccolte mediante
centrifugazione. Le cellule venivano poi lisatelimM KH2PO4, 10 mM K2HPO4, 0.9
mM SDS, 12 mM NaN3, 80 mM NaCl, 10 mM NaF, 10 mM2§3a0/, 0.1 mM
Na3vO4, 0.5 mM PMSF, 1% Triton X-100, 1 mg/ml ajmota, leupeptina e
pepstatina. | lisati venivano centrifugati e i sugaganti raccolti. E’ stata calcolata la
concentrazione di proteine e uguali quantitardigine sono state caricate su SDS-
PAGE al 12% e trasferite su di un filtro di nitrdo®sa. Per la determinazione
dell'attivita di p42/44, le membrane venivano blatec con una soluzione all' 1% di
latte in TBS-tween 0.1% e incubate per 2 ore coantitorpo specifico monoclonale di
topo che riconosce la forma fosforilata di p42/@ii studi dell’attivazione di p38

venivano effetuati dopo aver effettuato il blockicwn una soluzione al 5% di latte, con
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un anticorpo policlonale di coniglio diretto contia forma fosforilata di p38. Per la
visualizzazione delle proteine abbiamo utilizzatdgi@rpi secondari specie-specifici

coniugati con perossidasi e un sistema di chemioleseenza.

Studi sul trasporto transepiteliale di acqua e ioni
Cellule Caco-2 erano cresciute su supporti dicaotionato (pori di Oim, superficie

di 4.9 cnf) per 15-18 giorni postconfluenza. Ogni supportotenente le cellule, veniva
montato in camera di Ussing (World Precision Insients, Sarasota, Florida) come un
monostrato cellulare tra il compartimento luminalsierosale. Il sistema delle camere
di Ussing consente, attraverso la misurazione wirdenati parametri elettrici, lo studio
del trasporto transepiteliale di acqua ed eletirdlparametri elettrici monitorati sono:
1) differenza di potenziale transepiteliale (PD)carente di corto circuito (Isc),
espressione del passaggio transepiteliale di &)mesistenza (RT) e conduttanza ionica
(G), espressione della integrita del tessuto. &timolo di tipo assorbitivo sul trasporto
transepiteliale determina un decremento della #&cgontrario uno stimolo di tipo

secretivo determina un aumento della Isc. L’lsenei espressa in microampere per
centimetro quadrath(A/cmz), la conduttanza in millisiemens per centimetradpato

(mS/cnf) e la differenza di potenziale transepitelialeniflivolts (mV). La misurazione
e la registrazione di tali parametri elettrici soese possibili grazie alla presenza di
elettrodi di argento, posti in prossimita di entka i lati (sierosale e luminale) del
monostrato cellulare, collegati ad un sistema diaggio automatico fornito di un
software per l'acquisizione e la elaborazione dai DVC 1000, World Precision
Instruments, Sarasota, Florida, USA), come prededsnte descritto.
Ogni compartimento conteneva 5 ml di soluzione dngBr con la seguente
composizione (in mmol/L): NaCl, 114 ; KCI, 5 ; NaPlOy4, 0.3 ; N@HPOy, 1.65 ;
CaCl2, 1.25 ; MgCl2, 1.1 ; NaHCO3, 25; glucosi0, I liquido di incubazione veniva
fatto circolare attraverso le camere mediante wsst di una miscela gassosa composta
da 95% di O2 e 5% di CO2 e veniva mantenuto adtemgeratura di 37° C grazie ad
un termostato.
Lo studio delle modificazioni dei parametri eletiriche rispecchiano modificazioni del
trasporto transepiteliale di acqua ed elettroliteniva effettuato prima e dopo
I'esposizione del monostrato cellulare al GH e resgnza o in assenza di specifici
inibitori.
I GH era aggiunto alla concentrazione di 4 nM alol sierosale del monostrato
cellulare.
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Il ruolo di p42/44 e p38 e stato studiato preincuwma per 30 minuti, prima della
stimolazione con GH, le cellule con i loro inibitspecifici: rispettivamente PD 098059
(40 uM) e SB 20358(BuM).

Proliferazione cellulare

Per lo studio della proliferazione cellulare soratiseffettuati saggi di incorporazione
di timidina triziata. Cellule Caco-2 sono statespiate e dopo 24 ore venivano deprivate
di siero per 12 ore. Le cellule venivano quindingtiate con GH alla concentrazione di
4 nM da solo o in presenza di inibitori specifidelle MAP chinasi. Dopo
un’incubazione di 30 ore e stata aggiunta timidimgata (0.5uCi/pozzetto) per le
ultime 18 ore di incubazione. Le cellule venivandine raccolte (Titertk Cell
Harvester, Flow Laboratories, Rickmanswort, UK)aetimidina triziata incorporata

misurata con uf counter.

Analisi Statistica
Tutti gli esperimenti sono stati ripetuti per trelte. | dati numerici sono stati espressi
come media * errore standard della media. | daid stati analizzati usando il test t di

student .

Risultati

Il GH attiva le MAP kinasi p42/44 e p38

Le cellule Caco-2 erano cresciute a differenziazigrer 15-18 giorni dopo aver
raggiunto la confluenza, e venivano quindi stimeledn GH. Come mostrato in figura
6.1, il GH é in grado di stimolare I'espressiondladéorma attiva di p42/44 rispetto al
controllo (figura 6.1 linee 1 e 2).
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GH - + + +

PD 098059 - - + -

SB 203580 - - - +
P - p42/44 n;«-» i ————
tubulina — | — —

Figura 6.1. Effetto del GH su MAP chinasi p42/44. || GH indugna attivazion
di p42/44 rispetto alle cellule non stimolate. Lgagta dell'inibitorespecifico di
p42/44 (PD 098059) inibisce I'attivazione mediatd @H, mentre nessun effe
si ottiene con l'inibitore di p38 (SB 203580).

In maniera simile abbiamo osservato I'attivaziomg2B in risposta alla stimolazione
con GH (figura 6.2, linee 1 e 2).

Abbiamo testato I'efficacia degli inibitori spedfidelle MAP kinasi, PD098059 e SB
203580, rispettivamente per p42/44 e per p38. kmpubazione delle cellule con gli

inibitori era in grado di bloccare l'attivazione MIAP kinasi indotta dal GH (figure 6.1

e 6.2). Abbiamo inoltre condotto un controllo cedoi dei due inibitori e dimostrato che
agivano esclusivamente sull’'attivazione delle MARaki specifiche senza alcun effetto
sull’altra (figure 6.1 e 6.2, linee 3 e 4).

Gli stessi esperimenti sono stati ripetuti su della rapida crescita, non differenziate,

con gli stessi risultati.
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GH _ + + +

PD 098059 - - + -
SB 203580 - - - +
— e | —— —
P- p38

tubulina — e a—— —

Figura 6.2. Effetto del GH su MAP chamsi p38. Il GH induce I'attivazione di p:
rispetto alle cellule non stimolate. L'aggiunta liigbitore specifico di p38 (St
203580) inibisce l'attivazione mediata dal GH, memessun effetto si ottiel
con l'inibitore di p42/44 PD 098059.

Le MAP kinasi mediano I'assorbimento di ioni indotia GH

Come precedentemente dimostrato, la stimolaziohe dellule Caco-2 con GH induce

un aumento della Isc, che rappresenta un assortbniemsepiteliale netto di ioni

(figura 6.3). Abbiamo studiato il ruolo delle MARnNksi p42/44 e p38 in questo
processo preincubando le cellule con gli inibiggecifici PD 098059 e SB 203580 per
30 minuti prima della stimolazione con GH. | ristitdi questi esperimenti hanno
mostrato che quando p42/44 o p38 venivano initatesposta elettrica all'aggiunta del
GH era completamente abolita (figura 6.3). Il gradanibizione era maggiore quando
veniva bloccata p42/44 rispetto a p38, ma la dfien non era statisticamente
significativa.

Questi esperimenti hanno dimostrato che sia p42a4é p38 sono implicate

direttamente negli effetti sul trasporto di iondatto dal GH.

35



——GH
—— PD098059 + GH
14 —e—SB203580 +GH

Isc (MA/cm?)
w

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

minutes

140
B
120 |

100 +

—

PD098059 + GH SB203580 + GH

Figura 6.3. Effetto delle MAP chinasi sul trasporto di ionediato dal GH.

I GH induce una diminuzione della corrente di oocircuito compatibile co
un’assorbimento di ioni. L'inibizione dedttivita delle MAP chinasi con ¢
inibitori specifici blocca questo effetto. Pannefo Time-course dell’effetto de
GH e degli inibitori. Pannello B. Percentuale diasfcia degli inibitori di MAP

chinasi rispetto al GH nell’inibire I'effetto sullzorrente di corto circuito.

MAP kinasi p42/44 ma non p38 controlla la prolifei@ne cellulare indotta dal GH
Abbiamo precedentemente dimostrato che il GH stantalproliferazione cellulare in
cellule Caco-2 (figura 6.4). In questo lavoro ahimastudiato il ruolo di p42/44 e di
p38 nei meccanismi di proliferazione cellulare mdalal GH utilizzando gli inibitori
specifici delle MAP kinasi. L'inibizione di p42/44ttraverso la preincubazione con PD
098059 blocca completamente la proliferazione itedatal GH. Al contrario, la

preincubazione con SB203580 non aveva nessun cef@gmnificativo. | risultati
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dimostrano che, a differenza di quanto osservatogpestudi sul trasporto di ioni,

I'attivazione di p38 da parte del GH non regolaraliferazione cellulare (figura 6.4).

75000 |
70000 -
65000 -
€ 60000
o
55000 -
50000 |
45000
basal GH PDO9SOS9 +  SB203580 +

GH GH
Figura 6.4. Effetto degli inibitori di MAP chinasi sulla piférazione cellular
indotta da GH. Il GH stimola la proliferazione cgdire. L'inibitore di p42/44 (PI

098059) inibisce completamente questo effetto, redrihibizione di p38 (con SI
203580) non modifica significativamente I'effettel &sH

Discussione

Abbiamo affrontato lo studio dei meccanismi di a=odel GH a livello intestinale,

utilizzando un modello cellulare di epitelio infeste. In particolare sono stati
investigati 1 meccanismi molecolari che regolano pioliferazione cellulare e |l

trasporto di ioni. In precedenza abbiamo dimostedte il legame GH-recettore € in
grado di stimolare un’attivita tirosino-chinasicesponsabile degli effetti del GH in
enterociti umani (21). Oggetto di questo studidagosil ruolo delle MAP kinasi p42/44

e p38. Queste proteine giocano un ruolo centralla megolazione della fisiologia

cellulare e nella trasduzione del segnale. E’ datwstrato che, in sistemi sperimentali
diversi dall'intestino, sono implicate negli efietel GH (94). Abbiamo dimostrato che
MAP chinasi p42/44 e p38 sono attivate dal GH irtemtiti. Abbiamo anche

dimostrato che entrambe sono implicate nella regmte del trasporto di ioni mentre il
controllo della proliferazione cellulare indotta @&l dipende da p42/44 e non da p38.
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Questi dati contribuiscono alla ulteriore comprensi della fisiologia dell’enterocita e
dei meccanismi che regolano il trasporto transkgigedi ioni.

In conclusione i risultati di questa parte dellasiTeupportano I'utilizzo del GH nella
terapia dell'insufficienza intestinale in eta pedeaa e dimostrano come la conoscenza
dei meccanismi fini di regolazione del trasporto adiqua ed elettroliti attraverso
I'epitelio intestinale potrebbe permettere I'indluazione di modulatori specifici da
impiegare in alternativa al GH nella terapia ditdute patologie caratterizzate da
alterazioni del trasporto di acqua ed elettroliti.

| risultati di questo capitolo della Tesi sono oggeli un lavoro scientifico allegato in

appendice e attualmente sottomesso per la pubiolieaz
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7. EFFICACIA DELL'ORMONE DELLA CRESCITA NEL TRATTA MENTO
DI BAMBINI CON INSUFFICIENZA INTESTINALE

Introduzione

Evidenze sperimentali dimostrano come il GH ag®darasporto transepiteliale di ioni
e di acqua nell'intestino di ratto, promuovends$arbimento di acqua e di elettroliti e
riducendo la secrezione indotta da diverse sostamaetagoghe quali la teofillina e la
tossina termostabile di E. coli (84).

Dati contrastanti si sono ottenuti invece sulla azdga del GH di promuovere
I'adattamento intestinale in pazienti con sindrae#’intestino corto. Con il termine di
adattamento intestinale si intende un insieme didifitazioni morfologiche e
funzionali cui va incontro l'intestino che residubbpo un intervento di massiva
resezione (95). La risposta alla resezione e imatede il primum movens é
rappresentato dalla perdita di tessuto intestir@leestesa € la resezione piu intensa e
la risposta di tipo adattativo. Differenti fattaregolano il processo di adattamento
intestinale e tra questi vanno ricordati la presedz nutrienti a livello del lume
intestinale e molti fattori di crescita tra cuiGF1, la glutamina, il GH. Il processo di
adattamento intestinale ha lo scopo di aumentacapacita assorbitive dell’intestino e
questo si verifica sia inducendo un iperplasia’ eglielio intestinale che aumentando la
capacita funzionale degli enterociti residui. Aello enterocitario in risposta alla
resezione intestinale si verifica un aumento de#lacrizione del sistema di cotrasporto
Na'/glucosio e dell’attivita degli enzimi digestivig®7).

L’intestino corto chirurgico € una delle cause fpegquenti di insufficienza intestinale e
di dipendenza dalla nutrizione parenterale totd@, tutti i rischi che questa comporta.
La conoscenza dei meccanismi con cui Si verificaddttamento intestinale e
I'identificazione di fattori che possano accelertake processo, rappresentano il punto
di partenza per poter stabilire nuove strategiepeutiche. Nel 1995 Byrne e
collaboratori hanno dimostrato che una combinazidnelieta ad alto contenuto di
carboidrati, glutamina ed ormone della crescitemeinava, in 47 pazienti adulti con
intestino corto chirurgico, un miglioramento dedarbimento di nutrienti, una
riduzione del volume fecale ed una riduzione degiporti per via parenterale (98).
Studi clinici randomizzati controllati piu recemon hanno confermato questo effetto
(99,100). Nella maggioranza dei pazienti trattath H si verifica perd una riduzione

del volume fecale ed un aumento dell’assorbimentettroliti. Da queste evidenze é
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nata lidea di utilizzare il GH nei pazienti conadiea intrattabile in nutrizione
parenterale.

In questo capitolo della Tesi sono riportati i liati di uno studio clinico nel quale e
stata testata I'efficacia della somministrazioné @kl in una popolazione di bambini

con insufficienza intestinale.

Metodi

Disegno dello studio
Per la valutazione dell'efficacia del GH nel pazeron diarrea intrattabile & stato

condotto uno studio aperto non randomizzato.

Pazienti

Sono stati arruolati tutti i bambini ricoverati ps® il nostro reparto per insufficienza
intestinale. L'insufficienza intestinale é statdiiéa come una condizione clinica per la
quale la nutrizione parenterale rappresentavadaipossibilita di garantire un adeguato
apporto calorico e consentire una crescita stgtoraerale soddisfacente.

In particolare sono stati arruolati tutti i bambgon insufficienza intestinale di lunga

durata che ricevano nutrizione parenterale esaudivalmeno 1 mese.

Trattamento

| pazienti sono stati trattati con ormone dellascita (0.1 U/kg/die pari a 0.1mg/kg/die
rhGH-Saizen Serono Laboratories Norwell, MA) sonistnato per via sottocutanea 1
volta al giorno per 15 giorni. Sono stati arruofadir il trattamento tutti i bambini in
condizioni stabili, dal punto di vista metabolicdutata media della nutrizione
parenterale precedente il GH 120 giorni) e con variazioni del volume fecale ¢ de
contenuto fecale in elettroliti inferiore al 10%gheultimi 10 giorni. Tutti i pazienti
erano in nutrizione parenterale esclusiva in quagtu tentativo di ridurre la nutrizione

parenterale e di introdurre alimenti per via enteesa fallito.

Parametri di efficacia
Sono stati scelti come parametri di efficacia dédlia@apia le modificazioni del volume
fecale, del contenuto in elettroliti e del gapigonfecale e della concentrazione sierica

di elettroliti .

40



Il volume fecale e stato valutato pesando le fetled?24 ore. Il dosaggio degli elettroliti
fecali e la valutazione dell’osmolarita fecale sastati effettuati il giorno prima di
iniziare la terapia ed al termine di questa; ap @nico fecale inferiore a 70 é stato
considerato indice di diarrea secretiva mentre am superiore a 70 indice di diarrea
osmotica. Il peso corporeo e stato misurato quatainente. | risultati in termini di
peso sono stati espressi cofmdi incremento medio in % in un periodo di 15 gioin
particolare & stato calcolato I'incremento mediopdso nei 15 giorni prima, nei 15
giorni di terapia e nei 15 giorni dopo la terapia GH.

Nessun altro farmaco e stato utilizzato contempeaarente.

Il protocollo & stato approvato dal comitato Etidel Dipartimento di Pediatria
dell’'Universita di Napoli “Federico II” e il consen informato €& stato richiesto ai

genitori del bambino prima di iniziare lo studio.

Analisi statistica

| risultati sono espressi come medi®S.

Il test T di student e stato utilizzato per paragenl numero di evacuazioni, il volume
fecale, I'apporto di liquidi giornaliero le concestioni medie di elettroliti nel siero e

nelle feci dei pazienti prima e dopo terapia e talificazioni del peso.

Risultati

In un periodo di 4 anni sono stati arruolati 7 barnbon insufficienza intestinale (eta
media 6,5+ 1,5 mesi, range 3-20 mesi; 6 maschi), ricoveregsgo il Dipartimento
Clinico di Pediatria dell’Universita di Napoli Fedgo Il. Tra questi, 5 avevano
allinizio del trattamento una diarrea secretivagntne 2 avevano una sindrome da
intestino corto ed avevano una diarrea osmotictti ifpazienti hanno completato i 15
giorni previsti di terapia con GH. Durante la tesapon GH tutti i parametri di efficacia
mostravano un significativo miglioramento. Il numenedio di evacuazioni si e ridotto
in maniera significativa (11,& 5,1 vs 4,1+ 1,5 p < 0.01). La riduzione é stata
particolarmente evidente e significativa nei 5 barinbon diarrea secretiva (da 13.8 +/-
4.7 a 3.6+/- 1.5 p < 0.01) laddove entrambi i bamnton diarrea osmotica non hanno
mostrato alcuna variazione nel numero di evacuadfigura 7.1). L'effetto e stato
rapido e progressivo come dimostrato da una richezisignificativa del numero di
evacuazioni gia in settima giornata di terapia uffig 7.1). Alla sospensione del

trattamento il numero medio di evacuazioni € presgiramente aumentato anche se a
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distanza di 15 giorni dal termine della terapsultava ancora inferiore rispetto al

valore basale (p= NS) (figura 7.1).
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Figura 7.1. Modificazione del numero di evacuazioni nei bambiattati con GH
| bambini con diarrea secretiva (pannello A) mosir® una signifiativa
riduzione del numero di evacuazioni a differenza bambini con diarre
osmotica (pannello B) durante la somministrazioe¢ @H. La riduzione er
significativa dopo 7 giorni di trattamento e peiesis tale 7 giorni dopo

sospensione. (p<0.01)

In seguito alla somministrazione di GH il volumedée totale si e ridotto (da 47+/-25
ml/kg/die a 25+/-9 ml/kg/die; p < 0.05) consentendoa parallela riduzione
dell’'apporto di liquidi con la nutrizione parentergda 172 +/- 36 ml/kg/die a 125 +/-
36 ml/kg/die; p < 0.05) (figura 7.2).
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Figura 7.2 La terapia con GH determina una riduzione delna fecale (pannello
A) in tutti i pazienti trattati anche se in manigia significativa nei bambini con
diarrea secretiva®) rispetto a quelli con diarrea osmotiam); Nel pannello B &

mostrata la parallela riduzione dell’apporto duiidj con la nutrizione parenterale.

La somministrazione di GH ha inoltre determinata wgignificativa riduzione delle
concentrazioni fecali di ioni Nae di ioni K ( rispettivamente da 98 +/- 26 mEq/l a 43
+/- 42 mEqg/l; p < 0.05 e da 57 +/- 41 mEqg/l a I3 mEq/l; p < 0.05) (figure 7.3 e
7.4). Ancora una volta I'effetto & stato piu evitkenei 5 bambini con diarrea secretiva;
nel bambino con intestino ultracorto le concentrazifecali di Nd sono rimaste
invariate laddove nell’altro bambino con intesticmrto si &€ osservata una sostanziale
riduzione del contenuto di sodio nelle feci. Lfezfo del GH sulle concentrazioni fecali
di Na" e K" ha mostrato un andamento simile negli stessi ptizla riduzione massima
del N& si & infatti verificata negli stessi pazienti channo presentato le maggiori

variazioni del K.
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Figura 7.3. La terapia con GH determina una riduzione dedielipe fecali di Na
(pannello A) in tutti i pazienti trattati anche 8 maniera piu significativa ni
bambini con diarrea secretiv® | rispetto a quelli con diarrea osmoticm ), Nel

pannello B & mostrata il parallelo incremento detiacentrazioni sieriche del Na
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Figura.7.4. La terapia con GH determina una riduzione dediedipe fecali di Na
(pannello A) in tutti i pazienti trattati anche Be maniera piu significativa n
bambini con diarrea secretiv@® | rispetto a quelli con diarrea osmoticm ), Nel

pannello B & mostrata il parallelo incremento detiacentrazioni sieriche del Na

Parallelamente ad una riduzione della concentrazifetale e stato osservato un
aumento delle concentrazioni sieriche degli elgtirche ha consentito una successiva
riduzione dell’apporto rispetto a quello precedeiaia terapia e necessario per
compensare le perdite fecali (figure 7.3 e 7.4).

Infine come conseguenza delle variazioni del carttemn elettroliti delle feci il gap
ionico € aumentato fino a raggiungere valori feiici (da 32 +/- 39 a 142 +/- 56; p <
0.01) (figura 7.5).
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Figura 7.5. Aumento del gap ionico nei pazienti con diarreerstiva dopo |l

trattamento corGH
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Durante la terapia con GH [lincremento medio in %l doeso € risultato
significativamente superiore rispetto a quello dBi giorni precedenti l'inizio della
terapia (8,5% vs 2,8%; p< 0.05); dopo 15 giornisdspensione l'incremento medio
sebbene piu basso risultava ancora superiore &&chen significativamente rispetto ai
valori basali (figura 7.6).

Nessun caso di edema periferico € stato ossereatoostri pazienti; 2 pazienti hanno
lamentato dolore articolare all'anca sinistra egainito destro rispettivamente, che é

regredito spontaneamente dopo alcuni giorni, seagpensione del trattamento.
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Figura 7.6. La somministrazione di GH si associa ad un sicgtifvo incrementt
di peso. Tale effetto si riduce nei 15 giorni swsé anche se non si ossann

ritorno ai valori basali. * p < 0.05 vs prima deHG

Discussione

Negli ultimi anni sono stati compiuti numerosi sfioper identificare nuove terapie

efficaci per bambini con diarrea intrattabile euiffiienza intestinale. Attualmente,

grazie allampia disponibilita dellormone sintaiie@ alla vasta esperienza clinica del
suo uso nell'uomo, sono sempre piu humerose leriesge cliniche e sperimentali sui

possibili usi alternativi del GH in diverse condizi patologiche quali I'osteoporosi, i

trapianti d’organo o dopo le ustioni, le fratturegrossi traumatismi e le anastomosi
chirurgiche del tratto gastrointestinale. Recent#me l'ormone della crescita

ricombinante e stato utilizzato in pazienti in aimazione parenterale totale. In questi
pazienti il trattamento con GH e stato ben tollemasi e dimostrato utile nel migliorare
I'efficacia metabolica dell’alimentazione parentertotale. Anche in pazienti affetti da
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infezione da HIV il trattamento con GH ricombinametermina un incremento della
fase anabolica del metabolismo proteico e lipidammtrastando in maniera significativa
il dimagrimento tipico dei pazienti affetti da qteesnfezione cronica. Di recente é stato
inoltre dimostrato, in un modello animale, che dasinistrazione dellormone della
crescita ricombinante induce un significativo resngp del peso corporeo e un
allungamento del tratto residuo in ratti sottopcsti ampia resezione intestinale
(101,102).

L’'ormone della crescita possiede a livello intesliie un duplice effetto: proassorbitivo
sul trasporto di ioni e trofico sull'enterocita.dffetto proassorbitivo € espresso dalla
riduzione della corrente di corto circuito regitrattraverso il sistema delle camere di
Ussing, che rappresenta I'equivalente elettricaunliaumentato flusso di anioni dal
compartimento mucosale a quello sierosale. L affétbfico, espresso da un aumento
dell'incorporazione di timidina triziata rappresanin’altra dimostrazione di una diretta
interazione tra GH ed intestino.

La dimostrazione che I'ormone della crescita paksia livello intestinale due effetti
cosi’ importanti rappresenta il razionale per ua stilizzo in condizioni cliniche, quali
la diarrea intrattabile e I'insufficienza intestla, in cui vengono ad essere alterate sia
la funzione assorbitivi-digestiva che la funzionérdsporto transepiteliale di elettroliti.

| risultati dello studio clinico riportato nella ggente Tesi, sebbene ottenuti in un
campione limitato di pazienti, sono incoraggiafmtitti i bambini con diarrea secretiva
hanno mostrato una riduzione delle perdite intaftidi acqua, e di elettroliti.ll ruolo
diretto e specifico del GH nell’effetto proassormt e indicato da un peggioramento
della diarrea e del peso osservato alla sospendarieattamento.

Un effetto simile e stato descritto in pazientilédron sindrome dell’'intestino corto che
ricevevano GH e glutamina in associazione ad uegdicca in carboidrati e povera di
lipidi (7,20). In questo studio non era chiaro 'séfétto fosse direttamente correlato al
GH perché una simile risposta si aveva anche codidea da sola o con la dieta
associata a GH o glutamina.

Esistono quindi dati in favore di una efficacia @&H in soggetti malati ma non in
volontari sani; questo suggerisce che il GH poteeblgire in condizioni di alterata
omeostasi (massiva perdita di intestino in segaitoterventi di resezione) e che quindi
potrebbe promuovere e facilitare il processo dittadeento. E' noto che numerosi
fattori come ad esempio la glutamina e I'alimerdaei stessa possano svolgere funzioni

importanti. Nessuno dei nostri pazienti era alim@nfper via orale al momento della
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terapia, cio nonostante I'effetto positivo del GHesmantenuto per 15 giorni dopo la
sospensione; questo potrebbe essere spiegatatdalleone di una cascata di segnali
intracellulari che attiverebbero specifici geni akgori della crescita (46). In
conclusione i risultati di questa Tesi dimostrarefficacia del GH nella terapia
dell'insufficienza intestinale in eta pediatrice@me la conoscenza dei meccanismi fini
di regolazione del trasporto di acqua ed eletir@itraverso I'epitelio intestinale
potrebbe permettere I'individuazione di modulagpecifici da impiegare in alternativa
al GH nella terapia di tutte le patologie caranteste da alterazioni del trasporto di
acqua ed elettroliti.

| risultati presentati in questo capitolo della iTesno oggetto di una pubblicazione

scientifica attualmente in fase di preparazione.
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8. CONSIDERAZIONI CONCLUSIVE

L’insieme delle ricerche presentate in questa dieBiottorato delinea un approccio
combinato ed integrato alla problematica della fiitsenza intestinale in eta
pediatrica. Utilizzando modelli diversi, di ricercéinica e sperimentale di base, é
stato possibile giungere ad un miglioramento dsdl@oscenze in questo campo, con
ricadute importanti per la gestione del bambino iosnfficienza intestinale.

Nella prima parte della Tesi e stato utilizzatoapproccio epidemiologico che ha
permesso la valutazione dell'incidenza di insuéfida intestinale in Italia. Per la
prima volta sono state definite in modo sistemal&cdimensioni del problema ad
un livello nazionale. Proprio partendo dal concelitmalattia rara e dalla oggettiva
considerazione che sono necessarie competenzeheaedchirurgiche combinate, é
stato proposto e validato un modello assistenpalela gestione dei bambini con
insufficienza intestinale. 1l modello, basato suaurete integrata di centri, ha
permesso di studiare la storia naturale dell'insigihza intestinale e di migliorare, a
livello nazionale, 'approccio e la gestione defhtiéno con insufficienza intestinale.
Nella seconda parte della Tesi sono stati presenmtatiltati degli studi condotti sui
meccanismi cellulari di diarrea intrattabile e ifisienza intestinale. In particolare,
e stato chiarito il ruolo dell’'ossido nitrico nedrtrollo del trasporto di ioni da parte
dell’'enterocita ed e stato caratterizzato un modgfierimentale in vitro di diarrea
da Rotavirus. Il modello in vitro ha offerto la leaper studi di fisiologia della
riproduzione del danno cellulare.

Infine e stato affrontato il problema della teramlall'insufficienza intestinale.
L'ormone della crescita (GH) e stato proposto caesfa indicazione, con risultati
promettenti, nell’adulto. E’ stato studiato il maoésmo d’azione del GH in cellule
enterocitarie umane. Questi studi hanno permessbeadi chiarire il ruolo di
proteine importanti nella trasduzione del segnatieacellulare, le MAP chinasi, nel
controllo del trasporto transepiteliale di ioni.ll&wase di questi risultati ottenuti in
vitro, € stato proposto ed effettuato uno studigiuo, in bambini con insufficienza
intestinale, sull'efficacia del GH. | risultati dguest’'ultima parte della Tesi
dimostrano come il GH sia efficace nel miglioraeederdite fecali e la crescita
ponderale in bambini con insufficienza intestinale.

Tutte le ricerche riportate in questa Tesi rapprs® quindi il risultato di un unico

filo conduttore attraverso il quale una patolog@mplessa € stata studiata con
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molteplici approcci e modelli clinici, assistenzial sperimentali con il risultato di
un miglioramento delle conoscenze nel campo dslifficienza intestinale e della

gestione del bambino con questa patologia.
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