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INTRODUZIONE

La diarrea e la principale manifestazione clinitaid infezione intestinale. Qualunque sia
I'eziologia, la patogenesi della diarrea puo essemndotta essenzialmente a due meccanismi
principali: secretivo ed osmotico.

La diarrea si definisce secretiva quando segueradumento della secrezione di ioni, in
genere cloro, nel lume intestinale. Questo tipdidirea si verifica quasi sempre per I'azione
di tossine, prodotte da alcuni microrganismi, ctiwano I'adenilato o la guanilato ciclasi con
conseguente accumulo intracellulare di cAMP e cGMR.terzo meccanismo €& quello che
coinvolge il sistema calcio-calmodulina. In quebifno caso alcune enterotossine attivano
una fosfolipasi Ca-dipendente che idrolizza aldasfolipidi di membrana. | prodotti
dell'idrolisi determinano I'apertura dei canalildalcio e 'aumento del calcio intracellulare
che interviene, attraverso lattivazione di chinagiecifiche o della clamodulina, nella
modulazione dell’'azione dei nucleotidi ciclici.

L'aumento delle concentrazioni di nucleotidi ciclicdetermina una riduzione
dell'assorbimento di sodio ed un aumento dellaesgone di ioni cloro determinando una
secrezione attiva di elettroliti ed acqua nel lumestinale.

Tra le enterotossine che agiscono aumentandolli lirteeAMP ricordiamo la tossina colerica
(1) e la tossina termolabile di E. coli. La tosstarmostabile di E. coli determina secrezione
intestinale aumentando le concentrazioni di cGMP (2ati recenti ottenuti nel nostro
laboratorio dimostrano che la tossina vacuolizzattelelicobacter pylori € in grado in un
modello sperimentale di indurre secrezione di acguani aumentando i livelli del calcio
intracellulare (3).

Una diarrea di tipo osmotico € invece secondariaradanno cellulare dovuto sia alla citolisi
indotta dalla penetrazione di microrganismi nellacosa sia all’azione di citotossine prodotte
dal microrganismo stesso. Ne deriva una riduzibelea superficie assorbitiva con aumento
dei soluti nel lume intestinale, richiamo d’acqueoaseguente aumento del volume fecale.
Risulta quindi chiaro che qualsiasi evento in grailadeterminare un danno dell’epitelio
intestinale con una riduzione della sua capadgtorbitiva si esprime dal punto di vista
clinico con una diarrea osmotica.

Un metodo indiretto per valutare il carattere séopee/o osmotico della diarrea € quello di
calcolare il gap ionico fecale in base allosmdémd alle concentrazioni fecali di sodio e
potassio. Un gap ionico fecale inferiore a 70 iadioa diarrea secretiva mentre un gap ionico

superiore a 70 una diarrea di tipo osmotico. Canrai che lo ione cloro € quello che viene



direttamente secreto nel lume intestinale in segut stimoli secretagoghi la sola
concentrazione fecale di ioni cloro puo esserazméita per ottenere informazioni circa |l
meccanismo fisiopatologico di una diarrea. Coneanni superiori a 50 mEqg/l indicano una
diarrea di tipo secretivo (4).

Ovviamente la classificazione di diarrea osmoticgeeretiva e inevitabilmente schematica.
Esistono infatti microrganismi che agiscono pfatmente attraverso I'uno o l'altro dei due
meccanismi, mentre altri possono indurre diarrea @otrambi. 1l classico esempio di una
diarrea in cui intervengono entrambi i meccanigmguella indotta dal Rotavirus. |l
Rotavirus infatti, dopo la penetrazione per vial®m per via respiratoria si localizza e si
replica elettivamente nelle cellule mature delltelpd intestinale determinandone la morte per
lisi; come conseguenza si verifica un aumento litsnon assorbiti nel lume che richiamano
per osmosi acqua (diarrea osmotica). Nello stemspad, I'aumento in proporzione di cellule
immature si associa ad una secrezione netta dn@riume (diarrea secretiva). Studi recenti
hanno inoltre dimostrato che una glicoproteina strmtturale del Rotavirus e in grado di
indurre secrezione di cloro a livello intestinateraverso un meccanismo calcio-dipendente
(5) . Da quanto detto si evince che il Rotavirusedaina diarrea in tre modi diversi:
danneggiando le cellule digestivo-assorbitive, aahdo per compenso un’iperproliferazione
di cellule con funzione secretiva e producendo ntetossina.

Le infezioni intestinali rappresentano la causafpguente di diarrea in eta pediatrica. Nei
paesi cosiddetti in via di sviluppo le conseguedela diarrea infettiva sono terribili con un
tasso di mortalita pari a circa 3 milioni di bambper anno. Nei paesi industrializzati la
mortalita e’ bassa, anche se non trascurabile mdatr morbidita e’ elevatissima. La
gastroenterite acuta e’ tra i motivi piu frequatitrichiesta di assistenza pediatrica. Il 4-7%
delle richieste di visita pediatrica sono legateif@zioni intestinali e nella fascia di eta
compresa tra 0 e 3 anni una visita pediatrica s& Hovuta a infezione intestinale. | costi
della diarrea sono elevatissimi. Negli Stati Uiitiosto stimato per episodio di diarrea €’ pari
a circa 300 dollari, la meta dei quali deriva diairgi di lavoro persi dai genitori del paziente
e il costo totale legato al problema diarrea aeutpari a 1 miliardo di dollari (6). | costi
legati allospedalizzazione sono tutt’altro chestrarabili. Negli USA vengono ricoverati
200.000 bambini ogni anno per diarrea e il tassmalitalita e’ pari a 500 bambini per anno.
La mortalita per diarrea €’ crollata negli ultin® 2nni, grazie soprattutto alla diffusione delle
soluzioni reidratanti orali. La frequenza delleezibni intestinali comporta un elevato disagio

e costi enormi. Il disagio e i costi sono direttaeecollegati alla durata dei sintomi.



Proprio per questo, si e’ sviluppata una cresceanteéesta di farmaci che diminuiscano la
durata della diarrea e le sue conseguenze. Al fpadigene invariabilmente chiesto qualcosa
che faccia guarire il bambino. A questo bisognorgete, le case farmaceutiche rispondono
con una crescente disponibilita di nuovi farnyzem il trattamento della diarrea. Il pediatra si
trova cosi di fronte alla richiesta pressante petrattamento specifico della diarrea ed ad
un’ampia disponibilita di nuovi farmaci propostilléaindustrie. Questo nuovo scenario €’ in
fase di rapida evoluzione, visto che fino a nongiidue anni fa il trattamento della diarrea
era limitato alla reidratazione.

Le infezioni intestinali hanno una particolare grawn bambini immunodeficienti.

La causa piu frequente di immunodeficienza in etédigirica e’ la sindrome
dell'immunodeficienza acquisita (AIDS). In paesismetti in via di sviluppo, le infezioni
intestinali sono frequenti e gravi in bambini colD& e ne costituiscono una frequente causa
di morte. In paesi ricchi, l'infezione da HIV si sakia a disfunzione intestinale. La
disfunzione intestinale e’ una sindrome associatzkassorbimento di nutrienti e ad alterata
permeabilita intestinale, la cui genesi e’ largateeyscura. Frequentemente alla disfunzione
intestinale si associa un quadro di disfunzionecpaatica, responsabile dell’elevata frequenza
di steatorrea. Come mostrato nella figura 1, &arda, associata 0 meno a patogeni enterici
identificati, la disfunzione intestinale e quellaangreatica, contribuiscono tutte al
derangement nutrizionale, innescando un circolaos@ con ulteriore peggioramento del

danno immunitario.
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L’interruzione del circolo vizioso e’ legata al nigtino delle condizioni nutrizionali e delle
normali funzioni digestivo-assorbitive. Complessnente quindi, le infezioni intestinali
costituiscono un problema frequente e con elevafmito sulla qualita di vita e con enorme
impatto sui costi sanitari in bambini immunocompéiteei paesi ad alto standard economico-
sociale. D’altra parte le infezioni intestinali ttigiscono un enorme problema in bambini a
rischio, e in particolare in quelli con immunodéitza. In tali casi, le infezioni intestinali
richiedono un approccio terapeutico complesso, tbasalluso combinato di farmaci e
strategie di riabilitazione nutrizionale per intanpere il circolo vizioso.
La presente tesi di dottorato e’ il risultato deileerche che sono state effettuate nel campo
delle strategie terapeutiche farmacologiche eriziohali per le infezioni intestinali nel
bambino immunocompetente e immunodeficiente.
Sono stati utilizzati diversi approcci, con l'usicsttategie di ricerca in vivo e in vitro.
Sono stati affrontati in particolare 3 problemi:
» |l trattamento attivo delle infezioni intestinafi bambini immunocompetenti
» |l trattamento della diarrea grave e protratta favmaci attivi sul trasporto intestinale
di ioni e acqua: ruolo dell'ormone della cresciiH|
» La fisiopatologia della diarrea e del danno intedé in bambini con infezione da
HIV e la riabilitazione nutrizionale con l'utilizzeone della nutrizione clinica o con

I'uso di enzimi pancreatici.



CAPITOLO 1. NUOVI APPROCCI TERAPEUTICI DELLA GASTRENTERITE
ACUTA IN ETA’ PEDIATRICA

INTRODUZIONE: LA GASTROENTERITE ACUTA

La gastroenterite acuta rappresenta ancora oggmpartante causa di mortalita nei paesi in
via di sviluppo laddove nei paesi ad alto standsodio-economico resta un problema
frequente e ad alta morbidita soprattutto nellempriepoche della vita. Il pattern
epidemiologico della diarrea acuta si € decisamemdificato negli ultimi decenni durante i
quali si é assistito ad una progressiva riduzideléa mortalita ma anche dell'incidenza. Nel
1988, in Italia I'incidenza media era pari a cificapisodio di diarrea per bambino per anno,
in bambini di eta inferiore ai 3 anni (7); dati precenti ottenuti a Milano indicano
un’incidenza media di circa 0,5 episodi per bamigaonanno (8).

Nonostante questo la gastroenterite acuta € anggiauna causa molto frequente di ricovero
ospedaliero. Dati ISTAT del 1992 indicano un totdlés9000 ricoveri per diarrea in tutte le
fasce di eta e di questi il 60% in eta compres® te 14 anni.

Questi dati epidemiologici rendono ragione dei woliecosti della gastroenterite acuta in
Italia. Dati preliminari raccolti da un gruppo davibro della Societa Italiana di
Gastroenterologia ed Epatologia Pediatrica (SIGEPNo mostrato un costo medio di circa
420.000 lire per episodio di diarrea lieve-moder&tonsiderato che in Italia i bambini sotto i
3 anni sono circa un milione e mezzo e che l'inckemedia per singolo bambino e di 0,5
episodi di diarrea per anno la stima dei costiliterebbe pari a 315 miliardi. A Tale stima
bisogna aggiungere i costi dellospedalizzazionee ammontano a circa 150 miliardi. Si
evince quindi che un obiettivo importante in terimilih salute pubblica € quello di ridurre
I'incidenza della diarrea acuta, ma soprattutteua gravita e durata e di conseguenza la
necessita di ricovero.

Il cardine della terapia della gastroenterite aauttutt’'oggi rappresentato dalla soluzione
reidratante orale (ORS); tale regime terapeuticieme ad una rapida rialimentazione
consente, se instaurato rapidamente ed in mawc@n@tta, di mantenere e ripristinare
'omeostasi idroelettrolitica e lo stato nutrizidma riducendo il rischio di complicanze e
quindi il ricorso al ricovero ospedaliero. L’eveale disponibilita di un farmaco antidiarroico
efficace e sicuro, unito alla ORS, permetterebbéilieniore notevole riduzione della
morbilita e della mortalita per diarrea.



| probiotici sono stati proposti da decenni nedteapia della gastroenterite dell'infanzia ma
solo negli ultimi anni sono stati condotti studnati controllati che ne hanno definitivamente
provato I'efficacia.

Dati generati in situazioni socio-demografiche dbeee da parte di numerosi ricercatori
indicano che la somministrazione di Lactobacittasei sp. rhamnosus (Lactobacillus GG o
LGG) e efficace nel trattamento della diarrea adofettiva. L'efficacia e particolarmente
evidente nelle diarree virali. LGG riduce signifi;amente la durata della diarrea (9) e la
durata dell’escrezione del Rotavirus (10) stimotatadrisposta immune locale specifica anti-
Rotavirus (11), riduce inoltre il rischio di diaareprotratta e consente una piu rapida
dimissione dall'ospedale con riduzione della dudgricovero ospedaliero e dei suoi costi
(12). L'efficacia nelle diarree batteriche € meindaca (13), anche se va sottolineato che in
diverse casistiche di gastroenterite 'LGG e ratatefficace a prescindere dall’eziologia.
Uno studio multicentrico europeo condotto su bainbicoverati per diarrea acuta ha
mostrato una ridotta durata delle diarrea, Anchpaesi cosiddetti in via di sviluppo, ad alta
incidenza di malnutrizione, LGG e efficace nellardée acute non ematiche (14). Altri
probiotici, quali il Saccharomyces boulardii, I'Enbcoccus faecium SF68 e il Lactobacillus
reuteri, si sono dimostrati efficaci nel ridureedurata della diarrea nell’adulto e nel bambino
(15-17).

Una recente metanalisi fondata sui criteri delld&nce Based Medicine ha evidenziato che
meno di 10 degli oltre 100 lavori pubblicati risgievano alle caratteristiche dell’Evidence
Based Medicine. L’analisi dei dati ha dimostrateguoivocabilmente che LGG e efficace per
la terapia delle gastroenterite acute virali (¥8)ti probiotici e in particolare il Lattobacillus
reuteri, Saccharomyces boulardii e Lactobacilluslgahilus sono risultati efficaci ma le
dimostrazioni non sono conclusive.

Le evidenze cliniche di efficacia dell’'uso dei piaici nella terapia delle infezioni intestinali
sono ritenute talmente convincenti che la somnreegbne dei probiotici, per i quali esiste
una solida dimostrazione scientifica di efficaciatata inclusa nelle raccomandazioni per la
terapia della gastroenterite acuta dell'infanzia 20).

Altre terapie sono state proposte per il trattamestlla diarrea acuta. Dati contrastanti
esistono per I'antidiarroico piu utilizzato negliS& e cioé il bismuto. Per il momento
I'evidenza di una modesta efficacia, i costi, e rolpemi collegati alla modalita di
somministrazione (il bismuto deve essere sommaistnon meno di 4 volte al giorno) non

incoraggiano I'uso su larga scala del bismuto ntellapia della diarrea acuta (21).



Dati recenti dimostrano che la smectite, un alusilicato non sistemico, esercita un’azione
protettiva della mucosa intestinale ed é in gradaddorbire tossine batteri ed alcuni virus tra
i quali il Rotavirus (22,23). La smectite & inoltedficace nel ripristinare la funzione di
barriera intestinale come dimostrato dalla normzalzrone del test di permeabilita intestinale
di bambini con diarrea acuta trattati con smed®4). Questi dati clinici sono confermati
dalla dimostrazione, in vitro, che la smectite igpnial'integrita dell’epitelio intestinale
danneggiato dall'esposizione al THF(25). Evidenze preliminari suggeriscono che la
smectite riduce la durata della diarrea nei paesiia di sviluppo in bambini ricoverati per
gastroenterite acuta (26,27).

Esistono quindi molti e diversi approcci alla gasefrterite acuta giustificati dai costi
elevatissimi legati alla frequenza del problema.

L'utilizzo su larga scala di farmaci in grado dduire la durata della diarrea acuta in eta
pediatrica permetterebbe di ridurre considerevotmenosti.

OBIETTIVI DELLE RICERCHE

« Valutare l'efficacia della diosmectite nel trattame della gastroenterite acuta di
grado lieve-medio

» Comparare l'efficacia di differenti microrganismrgbiotici nel trattamento della
gastroenterite acuta di grado lieve-medio

STRATEGIE DI APPROCCIO E METODOLOGIE
Studi clinici randomizzati controllati

Per la valutazione dell’efficacia della diosmecteadi differenti probiotici nel trattamento
della diarrea acuta sono stati condotti, in dmfazione con i pediatri di base studi clinici
randomizzati, controllati contro placebo.

Sono stati arruolati bambini con diarrea acutanitaficome la presenza di 3 o piu evacuazioni
di feci molli o liquide al giorno, di grado lieve aderato. Criteri di esclusione sono stati
I'assunzione di antibiotici, probiotici o altri faaci considerati attivi a livello intestinale nelle
tre settimane precedenti, la presenza di malnatr&zidefinita da un rapporto peso/altezza
inferiore a 5° percentile e la presenza di qualsiaslattia cronica o immunodeficienza
congenita, acquisita o da farmaci. | pazienti sstai suddivisi in maniera randomizzata in
differenti gruppi. Il gruppo dei controlli riceva solo soluzione reidratante orale (ORS Na
60 mM) gli altri gruppi ricevevano soluzione reitinate orale in associazione al prodotto



testato. Tutti i pazienti sono stati reidratati [eprime 4-6 ore e rialimentati precocemente in
accordo con le linee guida dell’ European SocietyGastroenterology, Hepatology and
Nutrition (ESPGHAN) (28-30).
Sono stati considerati come parametri di efficacia:

* la durata della diarrea (tempo in ore tra la priendultima evacuazione molle o

liquida)

* incidenza e durata media di vomito e febbre (teatpea corporea superiore a 38°C),

» rischio di decorso protratto della diarrea (supera 7 gg),

* necessita di ospedalizzazione

 numero dei giorni di lavoro persi dai genitori (satello studio sull’efficacia dei

probiotici).

Per definire la consistenza delle feci € statoaudaseguente score: 1 (feci di consistenza
normale), 2 (feci di consistenza molle), 3 (feci ainsistenza semiliquida), 4 (feci di
consistenza liquida).
| parametri di efficacia ed i motivi di sospensiodella terapia sono stati registrati, su
un’apposita scheda, consegnata ai genitori al mmgell’arruolamento; a distanza di una
settimana circa dal termine dell’episodio acutcsdébede compilate sono state restituite al
pediatra curante.
Il protocollo dello studio sull'efficacia della dimectite & stato approvato dal Comitato di
Ricerca SIGEP (Societa Italiana di Gastroenteralegi Epatologia Pediatrica)

Analisi statistica

Per valutare le differenze intergruppo dei divgrarametri di efficacia & stato utilizzata
I'analisi della varianza ANOVA test (SPSS Inc. Gigo IL). Il testx® & stato utilizzato per
I'analisi della consistenza delle evacuazioni tdaversi gruppi. | dati sono stati espressi come

mediat ES.
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RISULTATI DELLE RICERCHE
la. Efficacia della diosmectite nel trattamentolaeliarrea acuta lieve-moderata

Sono stati arruolati 898 bambini di eta compreaa3tmesi e 5 anni con diarrea acuta. Di
questi , 94 sono stati esclusi per mancanza dcdatpleti al termine dello studio.
| pazienti sono stati suddivisi in maniera randaata in due gruppi:

« i controlli (398 bambini) hanno ricevuto solo ORE( 60 mM)

e | trattati (406 bambini) hanno ricevuto ORS in asapione a Diosmectite

(Diosmectal; Malesci S.P.A. Firenze Italia).

Lo schema di trattamento prevedeva 3 o 6 gramnspettivamente per i bambini di eta
inferiore o superiore a d 1 anno di eta) in duersgristrazioni per 5 giorni. Per le prime 4-6
ore tutti i pazienti sono stati reidratati e suscgmmente e stata iniziata la somministrazione
della diosmectite.
Non sono state osservate differenze significati@e tue gruppi per le variabili sesso, febbre
e vomito al momento dell'arruolamento e durataaleliarrea prima del ricovero (Tabella
la.1). Una piccola ma significativa differenza @tatosservata per I'eta media e la severita
della diarrea. In particolare i bambini trattatnadiosmectite erano piu piccoli e presentavano

una diarrea prima del ricovero piu severa rispattontrolli.

Tabella 1a.1. Caratteristiche dei pazienti all’atamento

Controlli Trattati p
Eta (mesi) 30+17 2#19 <0.01
Maschi 39 42 NS
Febbre (%) 57 59 NS
Vomito (%) 64 62 NS
Evacuazioni giornol 5+2.2 52.6 <0.05
Durata diarrea (ore) 3446 315 NS

Circa I'80% dei bambini aveva una disidrataziongrmdido lieve, il 20% una disidratazione di
grado moderato. La durata media della diarreaudtata ridotta in tutti i bambini trattati con
diosmectite. La somministrazione di diosmectiteridatto il numero di evacuazioni (figura
la.1l) e ha determinato un piu rapido aumento dmilesistenza delle feci (figura 1a.2).
Entrambi gli effetti sono risultati evidenti a peg dal giorno successivo all'inizio della

terapia con diosmectite.
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Fregquenza evacuazioni /24 ore

Giorni

Figura 1a.1. Frequenza delle evacuazioni in bamtrattati con ORS e con ORS e diosmectite.
La somministrazione di diosmectite si associa ach wignificativa riduzione del numero di
evacuazioni (p<0.05).

Consistenza feci (score)
N

1 2 3 4 5 6

Giorni

Figura 1a.2. Consistenza delle evacuazioni in bantigttati con ORS e con ORS e diosmectite.
La somministrazione di diosmectite si associa adsigmificativo aumento della consistenza
(p<0.05).

In 116 (14%) bambini la diarrea ha avuto una dusatzeriore a 7 giorni. Di questi il 10%
apparteneva al gruppo dei trattati (44 bambini) £8P0 al gruppo dei controlli. 1 pazienti
trattati con diosmectite hanno quindi mostrato isehio minore di decorso protratto della

diarrea (p<0.01). Il ricovero ospedaliero € statoassario in 13 pazienti (7 nel gruppo dei

12



trattati e 6 nel gruppo dei controlli). L'incideneala durata del vomito e della febbre non
hanno mostrato differenze significative tra i duepgpi.

Dei 406 bambini trattati con diosmectite, 30 si@atiutati fin dall'inizio di assumere |l
farmaco (2,8%); tale percentuale € aumentata ¢anigliorare delle condizioni generali. Il
20% dei bambini non ha completato la terapia. dtimo piu comune di rifiuto del farmaco e

stato il gusto sgradevole (figura 1a.3).

25 4
20 +
= 15 4
2 “gusto sgradevole”
R 10 A
51 vomito
0 7<- , : % altro ‘

giorno 1 giorni 2-5

Figura 1a.3 Percentuale di bambini che rifiutavatio assumere la diosmectite. La non
compliance aumenta in parallelo al miglioramentoelebndizioni cliniche Il motivo principale
del rifiuto € il gusto sgradevole del composto.
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1b. Valutazione comparativa di differenti microrgami probiotici nel trattamento della

diarrea acuta

Sono stati arruolati 600 bambini, di eta comprea@tmesi e 3 anni, con diarrea acuta.

| pazienti sono stati suddivisi in maniera randorata in 6 gruppi:

gruppo 1: ORS

gruppo 2 : ORS + Lactobacillus GG

gruppo 3: ORS + Saccharomyces boulardii

gruppo 4 : ORS + Bacillus subtilis

gruppo 5: ORS + miscela di Lattobacillus bulgasic Streptococcus termophilus,
Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium bifidum

gruppo 6: ORS + Enterococcus SF 68.

Le concentrazioni e la modalita di somministrazidneiascun probiotico sono riassunte nella

tabella 1b.1.

Tabella 1b.1 Composizione e modalita di somminkstrae dei probiotici

Gruppo Probiotico Dosaggio
1 - -
2 L. casei strain GG 6x1@FU (2 volte/die)
3 S. boulardii 5x1Ymicrorganismi vivi (2 volte/die)
4 B. subtilis 18 CFU (2 volte/die)
5 L. bulgaricus + L. acidophilus + S.0° CFU + 1§ CFU +
Termophilus + B. bifidum 10° CFU + 5x18 CFU (2 volte/die)
6 Enterococcus faecium SF68 15%0FU (2 volte/die)

Dei 600 bambini arruolati, 52 sono stati esclsilp mancata raccolta dei dati o per I'uso di

antibiotici per malattie respiratorie concomitaiue bambini sono stati esclusi perché affetti

da malattia celiaca.

Le caratteristiche dei bambini di ciascun gruppoocsmdicate nella tabella 2b.2; tra i diversi

parametri considerati non sono state osservaterdifze statisticamente significative.
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Tabella 1b.2 Caratteristiche principali dei bamlaimuolati nei differenti gruppi di trattamento
Gruppi 1 2 3 4 5 6 P
Numero bambini 89 (16%) 97 (17%) 82 (14%) 103 (189%)93 (17%) 84 (15%) 0.9
Sesso

Maschi (%) 41 (46%) 60(62%) 44 (54%) 49 (48%) 49 (53%) 39 (46%) 0.2
Femmine (%) 48 (54%) 37(38%) 38 (46%) 54 (52%) 44 (47%) 45 (54%)

Eta (mesi) 19+10 21+11 2014 21+10 22417 21+13 0.7
Peso (kg) 12+3 12+3 12+4 12+3 13+5 12+4 0.3
Alimentazione
Seno (%) 13.5 11.7 13.3 10.0 13.4 17.9 0.8
Formula (%) 55.8 55.0 55.6 60.2 46.2 43.6
UHT (%) 30.8 33.3 311 29.8 40.5 38.5
Durata diarrea
prima del

trattamento (ore)  11+7 12+10 14.5:10 12+12 15+9 13+11 0.9

La durata media totale della diarrea nei bambaitdti con ORS (gruppo 1) € stata di #28
ore, simile a quella dei gruppi 3, 4 e 6 (108, 113+ 3 e 114+ 4 ore rispettivamente, p =
NS).

La durata media della diarrea e risultata invegeifscativamente ridotta nei bambini trattati
ORS + Lactobacillus GG (803 ore, p < 0.01) ed in quelli trattati con la nelscdi probiotici
(77 £ 3.4 ore, p < 0.01) (vedi figura 1b.1). Nei gru@i(ORS + Lactobacillus GG) e 5
(miscela di probiotici) rispetto ai controlli, si@sservata inoltre una significativa riduzione
del numero delle evacuazioni a partire dal primarrgp di terapia (figura 1b.2), un piu rapido
ritorno delle feci ad una consistenza normale (Aglib.3) e un numero minore di giorni
lavorativi persi dai genitori (1.80.2 e 1.3t 0.1 vs 2.3t 0.2 giorni rispettivamente, p < 0.01,
figura 1b.4).

Al contrario, i parametri secondari di efficaciaageutica (incidenza e durata media di
vomito e febbre, il rischio di un decorso protrattiella diarrea e la necessita di
ospedalizzazione) non sono risultati statisticamelifferenti nei diversi gruppi di trattamento
rispetto ai controlli. Il numero dei bambini osphkzizati € risultato comunque inferiore nel

gruppo dei trattati.
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Figura 1b.1 La durata media totale della diarrealta significativamente ridotta nei pazienti ta#itton
ORS + Lactobacillus GG (gruppo 2) e nei paziertitati con la miscela di probiotici contenente L.
bulgaricus, S. termophilus, L.acidophilus e B. hifidrispetto a i pazienti trattati con la sola OR®®
gli altri probiotici.
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Figura 1b.2ll numero di evacuazioni/die risulta significativaneenidotto nei pazienti trattati con ORS +
Lactobacillus GG (gruppo 2) e nei pazienti trattath la miscela di probiotici (L. bulgaricus, S. termibpé,
L.acidophilus e B. bifidum) (gruppo 5).
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Figura 1b.4 Il numero di giorni lavorativi persi dgnitori risulta significativamente ridotto nei perti

trattati con OR

S + Lactobacillus GG (gruppo 2) epeienti trattati con la miscela di probiotici tenente

L. bulgaricus, S. termophilus, L.acidophilus e B. bifid (gruppo 5)
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DISCUSSIONE DEI DATI ALLA LUCE DELLE CONOSCENZE DISPONIBILI

La gastroenterite infettiva rappresenta quindi caamggi una causa importante di morbilita
nei paesi industrializzati ed ha un enorme impstlta spesa sanitaria. E’ stato calcolato che i
costi per la gestione del problema gastroentextigta in Italia ammontano a circa 400
miliardi di lire/anno. Risulta evidente che quexisti sono correlati alla durata dei sintomi,
pertanto interventi in grado di ridurre la duratlla diarrea consentirebbero un importante
risparmio della spesa sanitaria. Il cardine dielfapia della diarrea acuta rimane la soluzione
reidratante orale che consente, se ben utilizaditgrevenire le gravi complicanze della
gastroenterite acuta ed in particolare la disidiatee ma non ha alcun effetto terapeutico nel
senso stretto della parola. E’ recente la segrailazthe 'uso dellORS da sola non soddisfa
le aspettative dei genitori che richiedono sempiespesso un farmaco in grado di fermare
rapidamente le manifestazioni cliniche della gasiterite acuta (31).

Per tali motivi, sebbene la diarrea acuta siamahattia autolimitantesi, nel corso degli anni
sono stati effettuati numerosi tentativi alla regedi un farmaco efficace.

Nel passato sono state utilizzate sostanze cuablestiramina, la loperamide, il caolino, la
pectina e il difenossilato (32-35). Negli ultimirafattenzione si e focalizzata sui probiotici e
sulla diosmectite. Entrambi posseggono infatti miladei requisiti fondamentali per essere
considerati farmaci antidiarroici.

Finora esistono dati clinici di efficacia della sinectite nel trattamento della diarrea acuta
solo in paesi in via di sviluppo dove e risultatagrado di ridurre la durata della diarrea e di
favorire un recupero ponderale (26,27). Per i miidiiinvece le evidenze di efficacia sia nei
paesi industrializzati che nei paesi in via diggpo sono numerose e convincenti.

| risultati degli studi condotti, ottenuti su un piam popolazione di bambini sani con
gastroenterite acuta, hanno dimostrato che siaidanekctite che alcuni probiotici ed in
particolare il Lactobacillus GG ed una miscelaigiedsi probiotici sono efficaci nel ridurre la
durata della diarrea.

La diosmectite si € dimostrata efficace sia neffiaatare la consistenza delle feci che nel
ridurre il numero di evacuazioni e pertanto I'étffeottenuto non pud essere considerato un
semplice effetto cosmetico; inoltre il rischio dadea protratta e risultato significativamente
pil basso nei pazienti trattati rispetto ai cotitrol

In accordo con dati precedentemente pubblicati, (28che nella nostra popolazione di
bambini la diosmectite non ha mostrato effetti fienesul vomito e sulla febbre. Questo
potrebbe essere spiegato da una sua azione liraitatdestino o dal fatto che il numero di

pazienti che presentava tali sintomi in entrandpiuippi non era sufficiente ad evidenziare un
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effetto significativo. Lo stessso pud essere affgomper l'effetto sull’ospedalizzazione.
Probabilmente un tasso di ospedalizzazione perediaacuta dello 0,8% non consente di
apprezzare differenze significative.

Nonostante la sua efficacia nella pratica clininoad della diosmectite potrebbe pero risultare
limitato a causa suo gusto sgradevole.

La maggior parte dei trial clinici finora condoger valutare I'efficacia dei probiotici nella
gastroenterite acuta hanno utilizzato un solo ceppo esistono infatti studi comparativi.
L’'uso di differenti micorganismi probiotici ha cagtito di confermare I'efficacia di questi
nella terapia della diarrea acuta ma ha anche niessadenza che non tutti i probiotici sono
ugualmente efficaci. La durata totale della diareeaisultata ridotta solo con due dei 5
differenti preparati contenenti microrganismi ca@sati probiotici. La preparazione
contenente il Lactobacillus GG e risultata assacdia durata piu corta; questo risultato non
deve sorprendere dal momento che per questo piacbiesistono consistenti prove di
efficacia in differenti settings, inclusi bambirgpmedalizzati sia nei paesi industrializzati che
in quelli in via di sviluppo (9-14). L’altra prepazione efficace e stata la miscela di 4
differenti ceppi. Non esistono trial precedente destino I'efficacia di tale preparazione,
tuttavia una formula preparata con Streptococaumsadghilus e Bifidobacterium bifidum, due
dei ceppi inclusi nella miscela, riduce il rischdo diarrea nosocomiale (36); inoltre dati
preliminari hanno evidenziato chela somministragiain bifidobatteri riduce la durata della
diarrea (37).

Una scarsa o assente efficacia é stata invecevasseon le altre tre preparazioni usate. Per il
Saccharomyces boulardii, la scarsa efficacia dtatsuin qualche modo inaspettata. In un
precedente trial aperto controllato Saccharomyaagabdii € risultato efficace in bambini
ospedalizzati e percio in condizioni cliniche pigvere (15). E' probabile che proprio la
severita maggiore abbia, in questo caso, consatititendere visibile un effetto benefico. Va
inoltre sottolineato che alcuni bambini hanno tdio di assumere il preparato contenente il
Saccharomyces a causa del sapore sgradevole.

Per le altre due preparazioni non é stata ossealaaa efficacia terapeutica. Un precedente
trial con Streptococcus Faecium SF68 ha mostratadaefficacia nel ridurre I'incidenza della
diarrea associata ad antibiotici in bambini coreadni respiratorie (38). Infine, nessuno
effetto e stato osservato con il Bacillus subpks il quale non esistono dati a disposizione.
La mancanza di effetti sui parametri di efficacd@andari € probabilmente dovuta alla bassa

incidenza di ciascuno dei parametri consideratanbpolazione studiata. Tuttavia, i pazienti
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trattati con le due preparazioni efficaci hanno trate un modesto anche se non significativo
miglioramento dei parametri di efficacia secondaria

Un risultato particolarmente interessante e lazimhe del numero dei giorni lavorativi persi
dai genitori dei bambini trattati. Quest’ultima esgzione ha importanti implicazioni sulla
spesa sanitaria se si pensa che circa la metastedella diarrea € dovuta proprio ai giorni di
lavoro persi dai genitori.

In conclusione l'uso della diosmectite e di alcprobiotici consente di ridurre di circa il 20%
(pari a circa 1 giorno) la durata dei sintomi clatiealle infezioni intestinali. E’ quindi
possibile ipotizzare che I'utilizzo su larga scdlaguesti prodotti in associazione alla ORS,

riducendo la durata della diarrea possa ridurmaaniera altrettanto significativa i costi.
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CAPITOLO 2. NUOVI APPROCCI TERAPEUTICI DELLA DIARREA INTRATTABILE
DELLINFANZIA

INTRODUZIONE:L A DIARREA INTRATTABILE DELL ' INFANZIA

L’insufficienza intestinale € una condizione pagpt@a cronica in cui l'intestino non €& in
grado di soddisfare i bisogni nutrizionali del'argsmo e pertanto la sopravvivenza e la
crescita del paziente dipendono dalla nutrizionemarale. Questa entita clinica deriva dal
riconoscimento della sindrome della “diarrea itttaile dell’infanzia “ che originariamente
descriveva una diarrea persistente iniziata entBonmesi di vita , in assenza di infezioni
intestinali, non responsiva ad alcun trattamengoaeata da elevata mortalita (39). Nel corso
dei decenni lindividuazione di patologie specichsuscettibili di terapia dietetica e
farmacologica hanno determinato una modifica d&hopama eziologico della diarrea
intrattabile. In particolare le infezioni intestinghe prima rappresentavano un’importante
causa di severa protratta oggi svolgono un ruelautto marginale. La diarrea intrattabile
0ggi riconosce come causa principale specificheratoni strutturali dell’enterocita; queste
ultime insieme alle alterazioni anatomiche e mbéturgiche (intestino corto), alle forme su
base immunologica (allergica, inflammatoria ed amitoune) ed alle alterazioni della motilita
(pseudostruzione intestinale cronica) costituiscono4 principali gruppi eziologici
dell'insufficienza intestinale. L’identificazioneetla patologia di base rappresenta uno step
cruciale per definire le appropriate strategie rdeivento e per stabilire la prognosi. Per
alcune delle cause di insufficienza intestinalstesio trattamenti specifici e spesso risolutivi
(gli immunosoppressori nell’enteropatia autoimmunef)e consentono di riprendere
I'alimentazione per via orale e di sospendererfiaitazione per via parenterale, per altre
quali le alterazioni strutturali dell’enterocitam esistono al momento farmaci efficaci. Il
paziente in questi casi dipende in manioera piteaortotale dalla nutrizione parenterale ed
in ultima analisi dal trapianto di intestino.

La differente eziologia della diarrea € responsabdelle differenze in termini di
fisiopatologia; alcune forme sono infatti caratteate da una diarrea osmotica come ad
esempio lintestino corto, mentre altre, quali lkemzioni strutturali dell’enterocita si
presentano con una diarrea di tipo secretivo. Batenti indicano che in questa forma di
diarrea, farmaci attivi sul trasporto intestinaledqua e ioni quali I'octreotide (analogo della

somatostatina) sono risultati efficaci nel riddtoaitput fecale (40,41).
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Evidenze sperimentali hanno evidenziato che l'orenatella crescita (GH) agisce sul
trasporto transepiteliale di ioni e di acqua nedéstino di ratto, promuovendo I'assorbimento
di acqua e di elettroliti e riducendo la secreziamdotta da diverse sostanze secretagoghe
guali la teofillina e la tossina termostabile di &oli (42). L'intensita del suo effetto
proassorbitivo € massima a livello del digiuno (43)

Dati contrastanti si sono ottenuti invece sullaazdga del GH di promuovere I'adattamento
intestinale in pazienti con sindrome dellintesticorto. Con il termine di adattamento
intestinale si intende un insieme di alteraziongrimlogiche e funzionali a cui va incontro
I'intestino che residua dopo un intervento di messesezione (44). La risposta alla resezione
e immediata e il primum movens e rappresentat@ ghefdita di tessuto intestinale; piu estesa
e la resezione piu intensa € la risposta di tidtativo. Differenti fattori regolano il processo
di adattamento intestinale e tra questi vanno dabrla presenza di nutrienti a livello del
lume intestinale, e molti fattori di crescita trai d'IGF1, la glutamina, I'ormone della
crescita. Il processo di adattamento intestinall Is@opo di aumentare le capacita assorbitive
dell'intestino e questo si verifica sia inducendo iperplasia dell’epitelio intestinale che
aumentando la capacita degli enterociti residuilivello enterocitario in risposta alla
resezione intestinale si verifica un aumento déldescrizione del sistema di cotrasporto
Na'/glucosio (45) e dellattivita degli enzimi digest{46).

L’intestino corto chirurgico € una delle cause friequenti di insufficienza intestinale e di
dipendenza dalla nutrizione parenterale totale it i rischi che questa comporta. La
conoscenza dei meccanismi con cui si verifica faaaento intestinale e l'identificazione di
fattori che possano accelerare tale processo regu@no il punto di partenza per poter
stabilire nuove strategie terapeutiche. Nel 199nBye collaboratori hanno dimostrato che
una combinazione di dieta ad alto contenuto diadrhti, glutamina ed ormone della crescita
determinava, in 47 pazienti adulti con intestinort@ochirurgico, un miglioramento
dell’'assorbimento di nutrienti, una riduzione delume fecale ed una riduzione degli apporti
per via parenterale (47). Studi clinici randomizzebntrollati piu recenti non hanno
confermato questo effetto (48-50). Nella maggioaadei pazienti trattati con GH si verifica
pero una riduzione del volume fecale ed un aumeleibassorbimento di elettroliti. Da
gueste evidenze e nata l'idea di utilizzare il Gei pazienti con diarrea intrattabile in
nutrizione parenterale .

OBIETTIVI DELLE RICERCHE

* Studiare i meccanismi dell’effetto proassorbitivdisecretivo dell’'ormone della

crescita
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» Valutare gli effetti della somministrazione delfoone della crescita a pazienti con

diarrea intrattabile

STRATEGIE DI APPROCCIO E METODOLOGIE
Studi in vitro

Sono state utilizzate cellule epiteliali intestinderivanti da carcinoma umano del colon
(Caco2). Le cellule sono state cresciute in Dulb&chodified Eagle’s Medium (DMEM) ad
alta concentrazione di glucosio, supplementatofB8 al 10%, aminoacidi non essenziali
1% ed antibiotici (penicillina streptomicina). $ostati condotti esperimenti per valutare
I'effetto sul trasporto transepiteliale di eletttiole I'effetto sulla proliferazione cellulare.

Studi di trasporto intestinaleéSono state utilizzate cellule cresciute su filtr@olicarbonato
(Costar Italia Milano Italia). A 15 giorni post dtuenza le cellule sono state montate in
camere di Ussing e sono stati monitorati, primaopodl’aggiunta mucosale e sierosale del
GH, i seguenti parametri elettrici: differenza ditgnziale transepiteliale (PD) espressa in
mV, intensita di corrente di corto circuito (Isegpressa ipA/cm2, conduttanza tissutale (G)
espressa in mS/cm2. Alla fine di ciascun esperimdatvitalita cellulare e stata valutata
misurando la risposta elettrica evocata dall'aggiudal lato sierosale, di teofillina (5mM).
Studi di proliferazione cellularsono stati utilizzati due differenti metodi: inporazione di
timidina triziata e conta cellulare.

Per l'incorporazione di timidina triziata le celbusono state piastrate in piastre da 96 pozzetti
(10* cellule/pozzetto) per le prime 12 ore (tempo nsaes a farle passare nella fase di
proliferazione) sono state incubate con DMEM sum@tato e per le successive 48 ore con
GH. Al termine di tale periodo e stata aggiuntadima triziata (0.5 mCi/pozzetto). Dopo 18
ore e stata effettuata la lettura della radioiddtimediante spettrometro a scintillazione
(Packard).

Per la conta cellulare le cellule sono state mstrin piastre da 24 pozzetti {10
cellule/pozzetto) e cresciute in DMEM supplementago 72 ore; per le successive 24 ore le
cellule sono state cresciute in DMEM senza sieqoietrattate con il GH per 48 ore. Al
termine dell'incubazione sono state contate incida un operatore. La vitalita cellulare é
stata testata con il trypan blue.

Per valutare il ruolo della tirosina kinasi nelfetfo del GH sul trasporto e sulla crescita
cellulare é stato utilizzato uno specifico inibéati tale enzima, il genistein.

Tutti i chimici utilizzati sono stati forniti dall&igma (St. Louis, MO, U.S.A)
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| mezzi di coltura sono stati forniti dalla Life dienologies (GIBCO BRL Mascia e Brunelli,
Milano, Italia).

Il GH ricombinante & stato fornito dalla Seronod(istria Farmaceutica Serono Roma lItalia),
la timidina triziata dalla Amersham Italia (Milanibalia), il genistein dalla Calbiochem (San
Diego, CA, U.S.A).

Analisi statistica

Ogni esperimento e stato effettuato in triplicatioéestato ripetuto almeno 3 volte. | risultati

sono espressi come medi®S. Il test T student e stato usato per I'analiafistica.

Studi in vivo

Per la valutazione dell’efficacia del GH nel paténon diarrea intrattabile e stato condotto
uno studio aperto non randomizzato.

Sono stati arruolati 7 bambini (eta media®$,55 mesi, range 3-20 mesi; 6 maschi) ricoverati
presso il nostro reparto per diarrea intrattalifleyutrizione parenterale. Dei 7 pazienti, 5 al
momento dellinizio del trattamento avevano unaréia di tipo secretivo, due erano affetti da
sindrome dell'intestino corto chirurgico ed avevamua diarrea di tipo osmotico. E’ stata
definita diarrea intrattabile una diarrea protrattsociata ad insufficienza intestinale per la
quale la nutrizione parenterale rappresentava dairpossibilita di garantire un adeguato
apporto calorico e consentire una crescita stgtoraerale soddisfacente.

Tutti i pazienti sono stati trattati con ormonelaearescita (0.1 U/kg/die pari a 0.1mg/kg/die
rhGH-Saizen Serono Laboratories Norwell, MA) somstnato per via sottocutanea 1 volta
al giorno per 15 giorni. Al momento dell’inizio délattamento tutti i bambini erano in
condizioni stabili cioe erano in nutrizione paerate da un tempo sufficiente a garantire una
stabilita dal punto di vista metabolico (durata maetklla nutrizione parenterale precedente il
GH 120+ 30 giorni) e presentavano variazioni del volumeafe e del contenuto fecale in
elettroliti inferiore al 10% negli ultimi 10 giorniTutti i pazienti erano in NPT esclusiva in
guanto ogni tentativo di ridurre la nutrizione pderale e di introdurre alimenti per via
enterale era fallito.

L’'apporto calorico con la nutrizione parenterala distribuito, tra i principali macronutrienti,
nel seguente modo: 14 1 % proteine, 3& 2% lipidi, 48+ 2 % carboidrati. L'apporto
proteico era pari circa20,2 g/kg/die.

Sono stati scelti come parametri di efficacia dedlapia le modificazioni del volume fecale,

del contenuto in elettroliti e del gap ionico fleca della concentrazione sierica di elettroliti .
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Il volume fecale é stato valutato pesando le fetlied24 ore. Il dosaggio degli elettroliti fecali
e la valutazione dell'osmolarita fecale sono stfgttuati il giorno prima di iniziare la terapia
ed al termine di questa; un gap ionico fecaleriofe a 70 é stato considerato indice di
diarrea secretiva mentre un gap superiore a 7@endii diarrea osmotica. Il peso corporeo e
stato misurato quotidianamente. | risultati in tenindi peso sono stati espressi cofali
incremento medio in % in un periodo di 15 giorniplarticolare é stato calcolato I'incremento
medio di peso nei 15 giorni prima, nei 15 giornietiapia e nei 15 giorni dopo la terapia con
GH.

Nessun altro farmaco e stato utilizzato contempeaarente.

Il protocollo e stato approvato dal comitato Etitd Dipartimento di Pediatria dell’'Universita
di Napoli “Federico 1I” e il consenso informato &t 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 concentraziomiedie di elettroliti nel siero e nelle feci dei

pazienti prima e dopo terapia e le modificazionipso.
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RISULTATI DELLE RICERCHE

2a. Effetti in vitro del GH sull’intestino: effetfroassorbitivo/antisecretivo ed effetto trofico

Studi di trasporto intestinald.’aggiunta del GH dal lato sierosale di un mowgeladi cellule
Caco2 montate in camere di Ussing, ha determinatoriduzione dell'lsc senza alcuna
modifica della conduttanza. Tale effetto e in gerespressione di un assorbimento intestinale
di ioni. Il decremento massimo si € verificato enfi0 minuti dall’aggiunta del GH (figura

2a.1)
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Figura 2a.1. Modificazione della corrente di cociocuito e della conduttanza in seguito
all’ aggiunta di GH dal lato sierosale e mucosaledimonolayer di cellule Caco?2.

L'intensita dell’effetto e risultato dipendente ldatoncentrazione del GH; la concentrazione
massima efficace & stata 4X18. Concentrazioni maggiori non hanno determinateridri
riduzioni dell’lsc indicando una saturazione ddfe¢to (figura 2a.2). L'effetto indotto dal GH
sulla corrente di corto circuito e cloro-dipendeptaché, gli stessi esperimenti condotti in

assenza di cloro non hanno evidenziato alcunafioadiell’lsc.
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Figura 2a.2 Risposta della corrente di corto ciwuitseguito allaggiunta di concentrazioni
crescenti di GHAIsc € la massima differenza tra le cellule contrelle cellule esposte per
60 minuti al GH.

Per valutare il ruolo della tirosino kinasi nelfetto proassorbitivo del GH le cellule sono
state incubate per 30’ con il genistein. L'aggiud& genistein ha determinato un aumento
rapido ma transitorio e non significativo dell'ld@ successiva aggiunta di GH non ha avuto

alcun effetto (figura 2a.3).
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Figura 2a.3. Effetto del genistein da solo o in ddmazione con il GH sulla corrente di corto
circuito di un monolayer di cellule Caco?2.
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Studi di crescita cellulareL’esposizione per 48 ore, di cellule non a confeeenal GH ha

indotto un incremento dell’incorporazione di tirmditriziata . L'incremento massimo (64%

in pit rispetto al controllo) & stato ottenuto amma concentrazione di GH pari a 4X10!

ovvero la stessa concentrazione che ha indotto aksimo effetto proassorbitivo. Gli

esperimenti di conta cellulare hanno confermatoapacita del GH di esercitare un effetto

trofico a livello intestinale (figura 2a.4). Per lwtre se anche l'effetto trofico fosse

secondario all’attivazione della tirosino-kinadi,&sperimenti di incorporazione di timidina e

di conta cellulare sono stati condotti pretrattaledoellule con il genistein. La preincubazione

con il genistein ha abolito la capacita dellormatedla crescita di indurre un aumento della

proliferazione (figura 2a.4).
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Figura 2a.4. Effetto del genistein sull’incorpofame di timidina e sulla proliferazione cellulare
in condizioni basali ed in presenza di GH. La prebhazione del monolayer di cellule Caco2 con
il genistein riduce ma non abolisce del tutto l'etiettrofico del GH; la conta cellulare e
I'incorporazione di timidina triziata delle celluldancubate con genistein e GH risultano

significativamente maggiori rispetto ai controlli.
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2b. Effetto in vivo del GH sull'intestino: effepooassorbitivo/antisecretivo nei pazienti con
diarrea “intrattabile”

Sono stati arruolati 7 bambini (eta media 23,5 mesi , range 3-20 mesi; 6 maschi),
ricoverati presso il nostro Dipartimento per essdi@entati per via parenterale a causa di
diarrea intrattabile. Tutti i pazienti hanno comate i 15 giorni di terapia .Durante la terapia
con ormone della crescita tutti i parametri prgsiconsiderazione hanno mostrato un
significativo miglioramento. Il numero medio di eumzioni si e ridotto in maniera

significativa (11,8 5,1 vs 4,1+ 1,5 p < 0.01). La riduzione e stata particolarteavidente

e significativa nei 5 bambini con diarrea secrefiga 13.8 +/- 4.7 a 3.6+/- 1.5 p < 0.01)
laddove entrambi i bambini con diarrea osmotica hanno mostrato alcuna variazione nel
numero di evacuazioni (figura 2b.1). L'effetto atstrapido e progressivo come dimostrato
da una riduzione significativa del numero di evadomi gia in settima giornata di terapia

(figura 2b.1). Alla sospensione del trattamento nilmero medio di evacuazioni e

progressivamente aumentato anche se a distanz& dioini dal termine della terapia

risultava ancora inferiore rispetto al valore bagp= NS) (figura 2b.1).
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Figura 2b.1. Modificazione del numero di evacuakiogi bambini trattati con GH. | bambini con
diarrea secretiva (pannello A) hanno mostrato umgmificativa riduzione del numero di
evacuazioni a differenza dei bambini con diarreamatica (pannello B) durante la
somministrazione del GH. La riduzione era significa gia dopo 7 giorni di trattamento e
persisteva tale 7 giorni dopo la sospensione. @KO0.
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In seguito alla somministrazione di GH il volumecdi totale si € ridotto (da 47+/-25
ml/kg/die a 25+/-9 ml/kg/die; p < 0.05) consentenaw@ parallela riduzione dell'apporto di
liquidi con la nutrizione parenterale (da 172 +8-rl/kg/die a 125 +/- 36 ml/kg/die; p < 0.05)
(figura 2b.2).
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Figura 2b.2. La terapia con GH determina una ridaeidel volume fecale (pannello A) in tutti i
pazienti trattati anche se in maniera piu significa nei bambini con diarrea secretiva® {
rispetto a quelli con diarrea osmotica . Nel pannello B € mostrata la parallela riduzione
dell’apporto di liquidi con la nutrizione parentéga

La somministrazione di GH ha inoltre determinatoa usignificativa riduzione delle
concentrazioni fecali di ioni Na di ioni K ( rispettivamente da 98 +/- 26 mEq/l a 43 +/- 42
mEq/l; p < 0.05 e da 57 +/- 41 mEq/l a 13 +/- 1MEp < 0.05) (figura 2b.3 e figura 2b.4).
Ancora una volta I'effetto & stato piu evidente Bebambini con diarrea secretiva; nel
bambino con intestino ultracorto le concentrazifedali di N& sono rimaste invariate
laddove nell’altro bambino con intestino corto sogservata una sostanziale riduzione del
contenuto di sodio nelle feci. L’ effetto del GHlle concentrazioni fecali di Nae K" ha
mostrato un andamento simile negli stessi pazikntiduzione massima del Nasi & infatti

verificata negli stessi pazienti che hanno preser¢éamaggiori variazioni del K
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Concentrazioni fecali di Na Concentrazioni sieriche di Na&
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Figura 2b.3. La terapia con GH determina una ridoeidelle perdite fecali di Na(pannello A)

in tutti i pazienti trattati anche se in manieral gignificativa nei bambini con diarrea secretiva
(®) rispetto a quelli con diarrea osmoticm J. Nel pannello B € mostrata il parallelo increment
delle concentrazioni sieriche del Na
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Figura 2b.4. La terapia con GH determina una ridneidelle perdite fecali di Na(pannello A)

in tutti i pazienti trattati anche se in maniera gignificativa nei bambini con diarrea secretiva
(@) rispetto a quelli con diarrea osmoticm ). Nel pannello B & mostrata il parallelo increment
delle concentrazioni sieriche del Na
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Parallelamente ad una riduzione della concentrazfenale & stato osservato un aumento
delle concentrazioni sieriche degli elettrolitgifra 2b.3 e figura 2b.4).

Infine come conseguenza delle variazioni del carttem elettroliti delle feci il gap ionico &
aumentato fino a raggiungere valori fisiologida(32 +/- 39 a 142 +/- 56; p < 0.01) (figura

2b.5.)
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Figura 2b.5 Aumento del gap ionico nei pazienti damrea secretiva dopo il trattamento con GH

Durante la terapia con GH I'incremento medio in & peso é risultato significativamente
superiore rispetto a quello dei 15 giorni preceidiinizio della terapia (8,5% vs 2,8%; p<
0.05)); dopo 15 giorni di sospensione l'incremem@dio sebbene piu basso risultava ancora
superiore anche se non significativamente risgati@lori basali (figura 2b.6).

Nessun caso di edema periferico € stato ossenetoostri pazienti; 2 pazienti hanno
lamentato dolore articolare all’anca sinistra gahito destro rispettivamente, che e regredito

spontaneamente dopo alcuni giorni , senza sospendi trattamento.
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Figura 2b.6 La somministrazione di GH si associamdignificativo incremento di peso. Tale
effetto si riduce nei 15 giorni successivi anche@® si osserva un ritorno ai valori basali..
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DISCUSSIONE DEI DATI ALLA LUCE DELLE CONOSCENZE DISPONIBILI

La diarrea intrattabile dell'infanzia & un entiféinica caratterizzata spesso da una diarrea di
tipo secretivo con perdita massiva di acqua e wii @da un malassorbimento di nutrienti.
Laddove non si riesce a riconoscere una specifmalogia e quindi ad effettuare un
intervento terapeutico mirato il paziente dipendenaniera piu 0 meno totale dalla nutrizione
parenterale con tutti i rischi che tale tipo dinantazione comporta. Quando anche la
nutrizione parenterale non € piu possibile o pendigssponibilita di accessi vascolari o per la
comparsa di gravi effetti collaterali (insufficienepatica) il paziente con diarrea intrattabile
diventa un candidato al trapianto intestinale. Datienti della letteratura dimostrano che
enormi progressi sono stati effettuati sia in tfarrdi tecnica chirurgica che di gestione del
paziente trapiantato. Nonostante cio si tratta mndd una procedura gravata da un’elevata
mortalita e che pertanto non puo e non deve essai®derata di prima scelta. Il trapianto di
intestino deve essere preso in considerazione godndo l'alternativa e rappresentata
dall'impossibilita di garantire in altro modo lamavvivenza del paziente. Per tali motivi,
negli ultimi anni sono stati compiuti numerosi Zigoer identificare nuove terapie efficaci ne
bambini con diarrea intrattabile. L'ormone dell@sxtita possiede a livello intestinale un
duplice effetto: proassorbitivo e trofico. L’effetproassorbitivo € espresso dalla riduzione
della corrente di corto circuito che rappresergguivalente elettrico di un aumentato flusso
di anioni dal compartimento mucosale a quello sigle Questo pud essere a sua volta la
conseguenza di un aumentato assorbimento o di wdwdtar secrezione. L’abolizione
dell’effetto in assenza di ioni cloro suggerisce ¢htrasporto di tale anione €& sicuramente
coinvolto. La presenza di effetto proassorbitivitosguando il GH viene aggiunto dal lato
sierosale e in accordo con la dimostrata presenzecdttori specifici per il GH solo sulla
membrana basolaterale dell’enterocita. L’effettoofito, espresso da un aumento
dell'incorporazione di timidina triziata e da unnaento della conta cellulare rappresenta
un’altra dimostrazione di una diretta interaziorse {GH ed enterocita anche se e probabile,
che almeno in parte, questo effetto sia mediatbl@&l Il e da altri mediatori autocrini. La
riduzione di entrambi gli effetti in presenza dinggein, inibitore specifico dell’attivita
tirosino kinasica suggerisce che l'azione del GH a livello intedéna mediata da tale
enzima. Dati recenti indicano che lo stesso mesoamié coinvolto nell’assorbimento di
NaCl indotto dal’EGF e mediato dal carrier W4 (51). Va sottolineato che mentre I'effetto
proassorbitivo & totalmente abolito dalla preinaity@e con il genistein parte dell’effetto
trofico residua. Questo fa ipotizzare la coesistenz meccanismi d’azione multipli il

principale di quali sarebbe la tirosino kinasi.
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La dimostrazione che I'ormone della crescita paksia livello intestinale due effetti cosi’
importanti rappresenta il razionale per un suazatl in condizioni cliniche, quali la diarrea
intrattabile e I'insufficienza intestinale, in cuengono ad essere alterate sia la funzione
assorbitivo digestiva che la funzione di trasptramsepiteliale di elettroliti.

| risultati dello studio clinico, sebbene otteninticampione piccolo di pazienti, sono stati
incoraggianti. Tutti i bambini con diarrea secrativhanno mostrato una riduzione delle
perdite intestinali di acqua, e di elettroliti.

Il ruolo diretto e specifico del GH nell'effetto gassorbitivo e indicato da un peggioramento
della diarrea e del peso osservato alla sospendarieattamento.

Un effetto simile e stato descritto in pazienti lidoon sindrome dell'intestino corto che
ricevevano GH e glutamina in associazione ad uetadicca in carboidrati e povera di lipidi
(47,48). In questo caso non era chiaro se |'effettodirettamente correlato al GH perché una
simile risposta si aveva anche con la dieta dasotan la dieta associata a GH o glutamina.
Dati contrastanti, invece, sono stati ottenuti dagéhauer che non ha evidenziato alcun
effetto proassorbitivo in 6 volontari sani trattewin GH per via sottocutanea (52)

Esistono quindi dati in favore di una efficacia @&l in soggetti malati ma non in volontari
sani; questo suggerisce che il GH potrebbe agimmindizioni di alterata omeostasi (massiva
perdita di intestino in seguito a interventi dige®ne) e che quindi potrebbe promuovere e
facilitare il processo di adattamento. Comunquemamento, non esistono ancora prove
dirette. E’ noto che numerosi fattori come ad esentgp glutamina e I'alimentazione stessa
possono svolgere funzioni importanti. Nessuno dsinnpazienti era alimentato per via orale
al momento della terapia con GH e non abbiamosiditassorbimento di nutrienti perché la
breve durata del trattamento non sarebbe stataicisate ad indurre significative
modificazioni delle funzioni assorbitive intestinalio nonostante I'effetto positivo del GH si
e mantenuto, anche se di grado minore, per 15igimwo la sospensione; questo potrebbe
essere spiegato dall'attivazione di una cascataednali intracellulari che attiverebbero
specifici geni regolatori della crescita (53).

L’effetto sul trasporto transepiteliale di ioni&t® chiaro ed evidente nei pazienti con diarrea
secretiva ed anzi maggiori erano le perdite imestidi acqua e di elettroliti e piu
significativa é stata la risposta. Meno chiaro geve risultato il ruolo del GH nei pazienti con
sindrome dellintestino corto in quanto solo in w 2 pazienti si € verificata una riduzione
sia del volume che delle concentrazioni fecali ddlis. Le spiegazioni potrebbero essere
diverse; in primo luogo il paziente che non haasp aveva un intestino ultracorto (solo12

cm) e quindi veniva a mancare il sito d’azione @él. In secondo luogo entrambi i pazienti
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non avevano importanti perdite intestinali di acqudi elettroliti e pertanto la risposta clinica
potrebbe non essere stata altrettanto evidentern luogo 2 pazienti sono pochi per poter
confermare o negare l'efficacia di un intervent@peutico.

In conclusione i dati riportati indicano che la somistrazione di GH a pazienti con diarrea
secretiva € in grado di ridurre le perdite inteaii di acqua ed elettroliti consentendo di
ridurre anche I'apporto di liquidi per via parerater Considerato che il GH in vitro possiede
effetti proassorbitivi e trofici sull’epitelio ingtinale e ipotizzabile che un trattamento piu
lungo possa indurre anche effetti benefici sullazfane assorbitiva intestinale. Questi
risultati rappresentano quindi la premessa perstmdio clinico randomizzato controllato che

confermi I'efficacia del GH nel trattamento delliamdea intrattabile dell'infanzia.
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CAPITOLO 3. NUOVI ASPETTI FISIOPATOLOGICI E NUOVI APPROCCI
TERAPEUTICI DELL’ENTEROPATIA ASSOCIATA AD INFEZIONE DA HIV

INTRODUZIONE: L' ENTEROPATIA ASSOCIATA AD INFEZIONE DAHIV

L’intestino rappresenta uno degli organi bersagitl’ infezione da HIV in eta pediatrica.
Durante la progressione della malattia la diaranica ed il malassorbimento
contribuiscono ad una progressiva perdita di pesalénstaurarsi di uno stato di distrofia
con aumento della morbilita e della mortalita p&zienti con infezione da HIV (54).
L’eziologia della diarrea in questi pazienti rimas@nosciuta in piu del 30 % dei casi ed e
stato ipotizzato che lo stesso virus HIV possaresssponsabile del danno intestinale che si
riscontra allesame istologico. Quest'ultimo, céedrzzato da un’atrofia dei villi intestinali
con ipertrofia delle cripte associata a difetti ndaturazione dell’enterocita, configura la
cosiddetta enteropatia da HIV (55). A supporto’geitesi di un ruolo eziologico del virus
HIV nella fisiopatologia della diarrea cronica dldesindrome da malassorbimento esistono
evidenze del riscontro di proteine virali o didinucleico del virus HIV in cellule epiteliali
intestinali. E’ stato inoltre dimostrato che alcuoellule di derivazione epiteliale umana
possono essere infettate dal virus (56). Dati ieciimostrano inoltre che alcuni effetti dell’
infezione da HIV non sono direttamente correldd aropagazione del virus ma sono mediati
da proteine virali; & stato ipotizzato che il vitdB/ possa alterare la morfologia e la funzione
maturativa delle cellule intestinali senza neceasante infettare I'enterocita (57). Il virus
dellimmunodeficienza umana acquisita codifica eltche per proteine strutturali ed
enzimatiche anche per un gruppo di proteine regodattra le quali la proteina Tat,
indispensabile per la replicazione virale. Nonostda sua localizzazione nucleare la proteina
Tat viene escreta, ed e riscontrabile nel sieropdeienti con infezione da HIV. Evidenze
sempre piu numerose sostengono il ruolo svoltcadatbteina Tat in diverse disfunzioni
immuni e non, associate alla infezione da HIV (83-6Prima dell'introduzione della terapia
di combinazione con inibitori delle proteasi il danintestinale era molto piu frequente e piu
grave; molto spesso i pazienti con infezione da Hikésentavano quadri severi di
malassorbimento intestinale di carboidrati assoc#@terdite fecali di proteine e di lipidi
(61,62) con aumento della permeabilita intestirmlenalassorbimento di ferro (63). Studi
molto recenti hanno inoltre dimostrato che partéadeeatorrea che si riscontra nei pazienti
con infezione asintomatica da HIV puo essere spaedal riscontro di un’insufficienza
pancreatica (64,65). Qualunque sia la causa, to dtanalnutrizione contribuisce in maniera

significativa al peggioramento dellimmunodeficienad all’aumento del rischio di infezioni
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(66). Le infezioni intestinali sono particolarmenfieequenti e severe nel bambino con
infezione da HIV; in questi pazienti esiste inoltre rischio maggiore di decorso protratto
della diarrea con peggioramento dello stato di ssmebimento e quindi di malnutrizione.
Questo spiega perche nel paziente immunodeficamegastroenterite acuta vanno eseguite
indagini microbiologiche: Lo scopo e quello di cenere I'agente eziologico e di instaurare
un’adeguato trattamento farmacologico. In partielper I'infezione da Rotavirus in attesa
che venga ripreso il programma vaccinale, la sonstnazione di immnunoglobuline sieriche
per via orale alla dose di 300 mg/kg risulta effeael ridurre la durata della sintomatologia e
I'escrezione virale (67). A prescindere dalla té&magpecifica dell’episodio acuto, un
intervento nutrizionale adeguato é fondamentalegpeaintire una migliore qualita di vita del
paziente. L'obiettivo fondamentale & quello di prewve deficit nutrizionali e/o di correggere
gli eventuali deficit gia presenti. La somminisicae di un elevato apporto calorico puo
essere effettuata in due modi: le diete ipercaberie la nutrizione enterale continua tramite
pompa peristaltica; quest’ultima consente di auarenil tempo di contatto della superficie
intestinale con il cibo in modo da sfruttare a pida residue funzioni assorbitivo/digestive.
Esistono evidenze cliniche che adulti malnutritoncAIDS conclamato rispondono alla
riabilitazione nutrizionale effettuata per via paerale o enterale con un incremento del peso
e della massa grassa (68-70). | dati in eta péthasiono ancora preliminari ed indicano che
bambini con infezione da HIV supplementati per getomia mostrano un incremento
significativo del peso; la risposta clinica allaaggia nutrizionale € migliore nel gruppo di
pazienti con livelli piu elevati di CD4 (71,72).

Esistono quindi i presupposti per pensare che vater di tipo nutrizionale possano
migliorare le funzioni assorbitive intestinali gelziente con HIV.

OBIETTIVI DELLE RICERCHE

» Stabilire il ruolo della proteina Tat prodotta datus HIV nella fisiopatologia del
danno intestinale associato all'infezione da HIV.

» Valutare l'effetto della nutrizione clinica sul nagkorbimento di carboidrati nei
bambini con infezione da HIV.

» Valutare l'effetto della terapia con estratti pagatici nel malassorbimento di lipidi

associato all'infezione da HIV.
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STRATEGIE DI APPROCCIO E METODOLOGIE
Studi in vitro

| materiali ed i metodi utilizzati per valutare ffetto di Tat 1 a livello intestinale sono stati
precedentemente descritti (vedi capitolo 2). Saab sondotti esperimenti per lo studio degli
effetti di Tat sul trasporto intestinale utilizzankgk camere di Ussing e studi di proliferazione
cellulare utilizzando la conta cellulare e l'incorpzione di timidina triziata. In aggiunta,
considerato che Tat 1 & considerata una tossigaanio di indurre apoptosi in altri modelli
sperimentali, per valutare un eventuale effett@togisico a livello intestinale sono stati
effettuati anche esperimenti per lo studio dekgrita dell’epitelio intestinale. Quest'ultima é
stata valutata misurando la resistenza elettriaas@piteliale (TEER) di un monolayer di
cellule a 15 giorni postconfluenza. Il monitoraggiella TEER e stato effettuato con
apposito voltmetro (Millicel-ERS; Millipore, Milandtalia). | suoi valori sono espressa in
ohms/cm.

Tutti gli esperimenti per valutare I'effetto di Tabno stati condotti anche in presenza di
specifici anticorpi anti Tat.

Tutti i chimici utilizzati sono stati forniti dall&igma (St. Louis, MO, U.S.A)

| mezzi di sono state fornite dalla Life Technokxji (GIBCO BRL Mascia e Brunelli,
Milano, Italia), la proteina Tat di HIV1 e gli antrpi policlonali anti Tat dalla Tecnogen
(Piana di Monteverna, Italy).

Analisi statistica

Ogni esperimento € stato effettuato in triplicatioeestato ripetuto almeno 3 volte. | risultati

sono espressi come medi&S. Per I'analisi statistica e stato usato il Testudent.

Studi in vivo

Gli studi clinici condotti nel paziente con infem® da HIV e malassorbimento intestinale
sono stati condotti in collaborazione con altri €eohe aderiscono al Registro Italiano per
I'infezione da HIV in etad Pediatrica. Sono statidstaperti in cui parametri auxologici,
parametri di funzione intestinale e alcuni paramatmunologici sono stati valutati prima e
dopo l'intervento terapeutico stabilito (nutrizeoenterale/parenterale per il malassorbimento
dei carboidrati e la somministrazione di estradtgreatici per il malassorbimento di lipidi).
Per la valutazione dell'effetto della nutrizionaterale o parenterale sulla funzione
assorbitiva intestinale sono stati arruolati tufiazienti con infezione da HIV sottoposti per

motivi clinici ad un intervento di tipo nutriziorel
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E’ stata definita nutrizione parenterale la somsinazione attraverso una vena centrale di
almeno I' 80% dell'apporto calorico quotidiano pen minimo di 15 giorni mentre la
nutrizione enterale e stata intesa come la somtragisne di nutrienti (formule prive di
lattosio e/o idrolisati, ad alto contenuto calojiettraverso un sondino nasogastrico per un
minimo di 15 giorni; l'infusione é stata effettuatamaniera continua nelle 24 ore tramite una
pompa peristaltica; successivamente, una voltaiuatgy una stabilita delle condizioni
nutrizionali, I'infusione di 24 ore é stata sodtiuda un’enterale notturna consentendo un
normale accesso all'alimentazione per via oraleulgr il giorno. L'apporto calorico é stato
calcolato considerando quello di un bambino dekssa eta con un peso corrispondente al
50° percentile.

Per ciascun paziente arruolato il Centro di Rifemto ha fornito una scheda in cui venivano
precisate le indicazioni all'inizio dell’alimentamie clinica ed alcune informazioni riguardanti
parametri auxologici, la conta dei CD4 e la clagH¥. Quest'ultima e stata stabilita
utilizzando i criteri per la classificazione daiffezione da HIV in eta pediatrica dei CDC di
Atlanta del 1994 (73).

La funzione assorbitiva intestinale e stata vadutain il test allo xilosio; il valore cut-off della
concentrazione ematica di xilosio era 25 mg %; valili bassi sono stati considerati indice di
malassorbimento di carboidrati.

Per lo studio volto alla valutazione dell'effett@lid terapia con estratti pancreatici sulla
steatorrea del paziente con HIV sono stati arrupliatienti con malassorbimento di lipidi
definito dal riscontro in almeno due occasioni @masive di uno steatocrito al di sopra dei
valori normali per I'eta (74). Anche per questi jgati sono state richieste al Centro di
Riferimento informazioni riguardanti lo stato defialattia.

La perdita di lipidi nelle feci & stata valutatancib metodo dello steatocrito al momento
dell’arruolamento, due settimane dopo in assenzZaattamento specifico e a distanza di 2
settimane dall'inizio della somministrazione diragti pancreatici (1000 unita di lipasi per
grammo di grassi assunti con I'alimentazione).

Al momento dell’arruolamento € stata effettuata uaktazione della funzione pancreatica,
effettuando il dosaggio nelle feci di elastasi andiripsina, per stabilire se la steatorrea fosse
secondaria ad insufficienza pancreatica o ad uassatbimento intestinale di lipidi.

Analisi statistica

Per lo studio sul malassorbimento dei carboideatidriabili categoriche sono state analizzate
con il Pearson’sy?, applicando il test di Fisher quando necessaritteTe variabili continue

sono state paragonate con il test T Student. Ldfioazioni dei livelli di CD4, dello xilosio

40



e del peso prima e dopo la riabilitazione nutrizlensono state analizzate con il test
Wilcoxon. | risultati sono espressi come mediaE$-

Per paragonare i valori di steatocrito duranteiffergnti fasi dello studio € stato utilizzato il
test di Student per dati appaiati. Il test di Fesoh stato utilizzato per paragonare la frequenza
di casi che avevano uno steatocrito normale coreras supplementazione con estratti
pancreatici. Il tesg® per valutare la frequenza dei casi di malassonimguariti, migliorati

O rimasti invariati con 0 senza la terapia con minpancreatici. Infine & stato applicato il test
di correlazione di Spearman per determinare lagozs di correlazione tra i valori basali di
steatocrito e le sue modificazioni durante le thdlo studio con i seguenti parametri: classe

HIV, peso e conta di linfociti CD4.
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RISULTATI DELLE RICERCHE

3a. Ruolo dalla proteina Tat di HIV-1 nella fisidp#éogia della disfunzione intestinale

associata ad HIV

Effetti di Tat sul trasporto ionico transepiteliale cellule Caco2l’aggiunta di Tat al lato
sierosale di un monolayer di cellule Caco2 ha dateato un effetto di tipo secretivo
caratterizzato da un aumento dell'lsc e del Pxaenodificazioni della conduttanza ionica
tissutale, come da movimento transepiteliale dii isenza modificazione dell’'integrita
tissutale. L'lsc ha avuto un picco entro 40’ dajtigunta della Tat (figura 3a.1). L'effetto
sull'lsc é risultato dose-dipendente con una comaeione minima efficace di 0.001 nM.
L’effetto massimo si & osservato con concentrazithr.1 nM, concentrazioni piu alte non
hanno determinato ulteriori incrementi dell'lsc icehdo che ['effetto enterotossico era
saturabile (figura 3a.2). In presenza di soluzi®weger senza Cl'effetto elettrico e stato
virtualmente abolito indicando che l'effetto delleat sull'lsc é interamente dovuto a
secrezione transepiteliale di"CPer dimostrare la specificita dell’effetto entessico, sono
stati effettuati esperimenti di neutralizzaziongliazzando anticorpi policlonali anti Tat. Tat
(0.1 nM) e stata incubata a 37 ° in soluzione Riqmge 1 ora con concentrazioni crescenti di
anticorpi prima della sua aggiunta in camere diiggsin queste condizioni sperimentali
I'effetto elettrico della Tat € risultato signifibeamente ridotto (figura 3a.1).
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Figura 3a 1 L’aggiunta di Tat dal lato sierosale ef@tina un aumento dell’lsc con un picco

massimo a 40 minuti. Tale aumento non si accompagdaun aumento della conduttanza
tissutale. L'effetto non €& presente quando la Vighe aggiunta dal lato mucosale. In presenza di
NPPB (inibitore dei canali del Cloro) I'effetto nowniene elicitato. Lo stesso accade con l'uso di
anticorpi specifici anti-Tat.
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Figura 3a.2. La concentrazione minima di Tat in grddandurre I'effetto elettrico € 0.001 nM.
L'effetto € massimo con concentrazioni di 0.1 ndncentrazioni piu alte non determinano un
ulteriore incremento dell’lsc.

Meccanismi dell’effetto enterotossico Tat indofEsperimenti condotti in presenza di acido
5- nitro 2-3(3-fenilpropilamino)- benzoico (NPPB)jbitore dei canali del cloro, non hanno
evidenziato alcun effetto enterotossico di Tatuffeg 3a.1) confermando che tale effetto e
correlato all’attivita dei canali del cloro.

Considerato che la maggior parte delle enterotessiatteriche agisce attraverso una
modificazione della concentrazione intracellulare AMP e cGMP, per valutare il possibile
coinvolgimento di questi sistemi nell’effetto ditJ& concentrazioni di entrambi i nucleotidi
ciclici sono state determinate prima e dopo I'egpose alla proteina virale. L’aggiunta di
Tat non ha determinato alcuna modifica delle cotregioni di CAMP e di cGMP.

Dal momento che Tat in altri modelli sperimentalieragisce con i canali L del calcio sono
stati condotti esperimenti in presenza di un adarspecifico di questi canali, il Bay K8644.
Le cellule sono state incubate per 20 con Bay K84 mM) dal lato sierosale, e
successivamente e stata aggiunta Tat (0.1 nMattakierosale. L'aumento dell’'lsc in queste
condizioni € risultato significativamente minorsptto a quello indotto dalla sola Tat.

Effetti di Tat sul trasporto ionico intestinale unta Lo studio dell’effetto enterotossico di
Tat é stato effettuato anche su frammenti di muamdanica umana ottenuti da campioni
chirurgici. L’aggiunta di Tat 0.1 nM dal lato sisale di epitelio colonico umano ha

determinato un effetto secretivo simile a quellemmto in cellule Caco2, caratterizzato cioe

43



da un aumento nell’lsc interamente correlato ad omalificazione della differenza di
potenziale senza variazioni della conduttanza (figBa.3). Non & stato osservato alcun

effetto sui parametri elettrici quando Tat é stajgiunta dal lato mucosale.
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Figura 3a 3. L'aggiunta di tat dal lato sierosaldfrdmmennti di colon umano determina un
aumento dell'Isc con un picco massimo a 40 minkale incremento dell’lsc non si accompagna
ad alcuna modifica della conduttanza tissutale.

Effetti della Tat sull'integrita dell’epitelio insinale. Per valutare se Tat, analogamente a
guanto dimostrato in altri modelli sperimentalicase anche a livello intestinale un effetto
citotossico sono stati condotti esperimenti di ramaiggio della resistenza elettrica
transepiteliale, indice di integrita del monolayegllulare, e studi sulla proliferazione
cellulare. Concentrazioni di Tat mucosali o sieliosaperiori a 100 nM non hanno

determinato alcuna modifica della TEER (figura 3a.4
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Figura 3a.4. L'aggiunta di Tat dal lato sierosdiecellule Caco2 non induce una riduzione
della resistenza elettrica transepiteliale.

Y

L'effetto di Tat sul trofismo della mucosa intesti@ & stato studiato utilizzando:
I'incorporazione di timidina triziata e la contallore. L'esposizione continua di cellule
Caco2 a Tat per 48 ore ha determinato un’inibizjalose-dipendente, dell'incorporazione di
timidina (figura 3a.5); I'inibizione massima (pi@ldb0%) si € verificata con 0.1 nM ovvero
la stessa concentrazione in grado di indurre ilsmas effetto sul trasporto di ioni. Gli

esperimenti di conta cellulare hanno confermatsultati dell'incorporazione di timidina

triziata.
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Figura 3a.5. L'esposizione di cellule Caco2 a Taibisce la proliferazione cellulare. Tat (0.1
nM) determina una riduzione della conta cellulapafinello A) e dell'incorporazione di timidina
tritiata (pannelo B) di pit del 50% .
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L'aggiunta di Bay K8644 (1mM) al mezzo di coltutaora prima dell’aggiunta di Tat e
I'incubazione di tat con anticorpi specifici ant{Tha inibito in maniera significativa I'effetto

indotto dalla proteina virale sulla crescita cialta (figura 3a.6 ).
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Figura 3a.6. L'incubazione di Tat con un anticorppecifico anti-Tat inibisce in maniera
significativa I'effetto di Tat sulla crescita cellue sia quando valutata con la conta cellulare che
con l'incorporazione di timidina tritiata. Il bloocdei canali L del calcio con il Bay K8644,
annulla I'effetto antiproliferativo di Tat.
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3b. Effetti della nutrizione clinica (enterale e rpaterale) sulla funzione assorbitiva
intestinale nel paziente con infezione da HIV

Sono stati arruolati 62 bambini (24 maschi; etaimé&b +/- 4,0 anni), 42 hanno effettuato la
riabilitazione nutrizionale per via parenterale (hdschi; eta media 6,2+/- 3,8 anni) e 16 per
via enterale (10 maschi; eta media 4,8+/- 2,5 anni)

La durata media della nutrizione parenterale e <t&7+/- 146 giorni/bambino (range 25-180
giorni); la durata media della nutrizione entegalgtata 142+/- 159 giorni/bambino (range 17-
210 giorni).

Tutti i bambini tranne 3 erano in classe C3 ( kdgi piu avanzato dell'infezione da HIV), 3
pazienti erano in classe B3 ed erano tutti nel gougella riabilitazione per via enterale. Tutti
I bambini presentavano una severa compromissiofi@ dsposta immune (secondo |l
Sistema di Classificazione dei CDC) ed erano iaper antiretrovirale prima di iniziare la
nutrizione clinica, con uno o al massimo 2 inikitella trascrittasi inversa.

La diarrea ed il malassorbimento rappresentavanotivi che piu frequentemente prtavano
alla decisione di un intervento di riabiltaziondrmionale. Solo 4 dei bambini in nutrizione
parenterale e nessuno di quelli in enterale emnaiwomdizioni cliniche gravi.

Come mostrato in figura 3b.1 lo z score medio @slopper I'eta era —2.0 +/-0.8 nel gruppo in
nutrizione parenterale e — 1.5 +/- 0.5 nel gruppcenterale al momento di iniziare la
nutrizione clinica. Quest’ultima ha determinatoaumento del peso in entrambi i gruppi che
e risultato significativo per il gruppo in enterdfg< 0.01) ma non per quello in parenterale
(p=NS). Un incremento di peso del 5 % e stato esselin 36 dei 46 bambini in parenterale

ed in 14 dei 16 bambini in enterale.
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Figura 3b.1. L'intervento di riabilitazione nutriziale determina un aumento del peso significativo
Nei pazienti in nutrizionenterale ma non in quelli in nutrizione parenterale

Tutti i bambini in nutrizione clinica avevano lilieti CD4 basali molto bassi (143 +/- 54

cellule/mm3 nei bambini in enterale e 55 +/- 153uelmm3 nei bambini in parenterale). Il

numero medio di CD4 é risultato significativameaigmentato nel gruppo di bambini in
nutrizione enterale (p < 0.01) ma non modificatomaniera significativa nel gruppo dei

bambini in parenterale (figura 3b.2). In aggiungh gruppo dei pazienti in nutrizione enterale
un maggior numero di bambini ha avuto un aumermgnifscativo dei CD4 (11/16) rispetto a

guanto osservato nel gruppo dei pazienti in paralet€18/46).

| dati sulla funzione assorbitiva intestinale harmevidenziato un significativo aumento dei
livelli di xilosio dopo carico orale nei pazientattati con la nutrizione enterale (p < 0.01);
9/12 pazienti per i quali era disponibile il test @ssorbimento hanno mostrato una
normalizzazione dei livelli di xilosio dopo il cao orale. Nei pazienti in parenterale si e
osservata una tendenza alla normalizzazione defiaidne assorbitiva con una differenza

prima e dopo la riabilitazione nutrizionale aiiindella significativita statistica (figura 3b.3).
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Figura 3b.2. La funzione assorbitiva intestinale ghoira significativamente solo dopo
I'intervento di nutrizione enterale come dimostratal’aumento della concentrazione di xiolsio

ematico dopo carico orale.
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Figura 3b.3. | pazienti in nutrizione enterale nmasb un significativo miglioramento della
funzione immunitaria come dimostrato dall’laumené&d @D4. Tale effetto non si osserva nei

pazienti in nutrizione parenterale
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3c. Effetto della somministrazione di estratti paatici nel paziente con infezione da HIV e

steatorrea

Sono stati arruolati 24 bambini con infezione d¥ Hél steatorrea (11 maschi, eta media 9,1
anni; range 1-14 anni). Nessuno di questi paziemtd in terapia antiretrovirale di
combinazione. All’arruolamento (TO) sono state vatle anche la funzione pancreatica, lo
stato dell'infezione (indicato dalla classe, clanie immunologica) ed i parametri auxologici.
Dopo 2 settimane e stato effettuato un secondo ratntdella steatorrea (T1) e
successivamente e stato iniziato il trattamentoestratti pancreatici la cui durata e stata di 2
settimane. Durante tutto il periodo di studio i ipai hanno seguito una dieta con un
contenuto medio di lipidi pari a circa 2 grammi/kg.

Tutti i pazienti allarruolamento presentavano vafzatologici di steatocrito ma solo 6 basse
concentrazioni fecali di elastasi e chimotripsinaarcatori di insufficienza pancreatica. |l
controllo dello steatocrito dopo 2 settimane ineaga di alcun intervento terapeutico ha
confermato il malassorbimento di lipidi; nessuno pazienti in tale occasione ha infatti

mostrato valori normali di steatocrito (tabellaljc.

Tabella 3c.1. Efficacia della supplementazione estnatti pancreatici sullo steatocrito di
pazienti con infezione da HIV e malassorbimentipali.

T-0 T-1 T-2
Valore medio dello steatocrito 74+ 2.6 7.3t 3.7 3.9+ 2.1*
Numero di pazienti con steatocrito 0/19 0/19 8/19

normale

*p< 0.0001 (T-O0vs T-2 e T1-vs T-2)

Dei 24 pazienti arruolati, 5 hanno dovuto interrengpil trattamento a causa della comparsa
di dolori addominali regrediti nel giro di 24 orallh sospensione dell’assunzione. Gli altri 19
pazienti hanno completato il ciclo. Al termine @eR settimane di terapia 8 dei 19 pazienti
hanno mostrato una normalizzazione dello steatoclitvalore medio dello steatocrito e
risultato significativamente piu basso rispettwabre di partenza (p < 0.001) (tabella 3c.1).
Durante le due settimane di terapia su 24 paziénthon hanno risposto al trattamento (gli

stessi 5 pazienti che hanno dovuto interromperdefapia per la comparsa di dolori
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addominali), 11 hanno avuto una risposta parzideuaa risposta completa. Tali dati sono
risultati significativamente superiori rispetto aedji ottenuti durante le due settimane in cui

non e stata somministrata alcuna terapia (p< 0.Q8b¢lla 3c.2).

Tabella 3c.2. Differente risposta dello steatoaditirante le due settimane di terapia con

estratti pancreatici e durante le due settimaneeplenti.

Risposta assentdRisposta parzialeRisposta completa

Durante la terapia con estratti 5/24 (19%) 11/24 (48%) 8/24 (33%)
pancreatici
In assenza di terapia con estratti 9/24 (34%) 15/24 (61%) 0/24 (0%)
pancreatici

E’ stata inoltre osservata una correlazione pasitia valore basale dello steatocrito e classe
HIV (coefficiente r di Spearman = 0.60; p<0.0005) (fegdc.1). Anche la riduzione del
valore dello steatocrito durante le due settimdirteattamento (intesa come la differenza tra
lo steatocrito in T2 e quello in TO) correlava piesimente con la classe CDC (coefficiente r
di Spearman = 0.38; p<0.005).

Dei 6 pazienti con basse concentrazioni fecali ldstasi e/o chimotripsina, tre hanno

normalizzato lo steatocrito e altri tre hanno awuna risposta parziale al trattamento.
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Figura 3c.1. Relazione tra steatocrito al momenttareuolamento e stato dell'infezione
da HIV.
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DISCUSSIONE DEI DATI ALLA LUCE DELLE CONOSCENZE DISFONIBILI

L’enteropatia associata ad HIV & una condizioneplessa che si riscontra prevalentemente
nelle fasi avanzate della malattia e che e respiesai un ulteriore aggravarsi della
sintomatologia determinando un malassorbimento utiiienti e quindi una malnutrizione.
Esistono evidenze che la malnutrizione cronica éedalterazioni del sistema immunitario
predisponendo ad una condizione di immunodeficieNe& paziente con infezione da HIV la
malnutrizione, la compromissione immunologica @ragressione della malattia sono eventi
strettamente correlati. Capire come differentidiatbgiscono nel determinismo del danno
intestinale e quindi il punto di partenza per quaaisintervento terapeutico che si voglia
attuare per migliorare le condizioni nutrizionaldeconseguenza le condizioni generali del
paziente .

Da alcuni anni é stata avanzata l'ipotesi che égssi virus HIV giochi un ruolo chiave nella
patogenesi dell’enteropatia HIV-associata anchée s#mostrazioni ottenute non sono state
conclusive. Gli esperimenti condotti hanno dimdstrper la prima volta un’interazione
diretta tra Tat ed enterocita ed un effetto danndisquesta proteina a livello intestinale.
Agendo come un’enterotossina, Tat interagisce tioengerociti ed induce secrezione di ioni
cloro. L'effetto di Tat € di tipo polare nel sendwe si verifica solo quando interagisce con la
membrana basolaterale e non con la membrana gpgadsto riscontro ha un’importante
implicazione clinica dal momento che Tat e secra@gacellule infettate, nel siero dei pazienti
con AIDS. E’ interessante che la concentrazion€adigeneralmente riscontrata nel siero dei
pazienti infetti corrisponde alla concentrazionessima efficace in vitro. Considerato che la
conduttanza e la resistenza elettrica transepéediano parametri sensibili di danno cellulare
I'assenza di modificazioni di entrambi i parameliopo I'esposizione del monolayer cellulare
alla Tat indica che gli enterociti a differenza deuroni sono insensibili all’effetto
citotossico indotto da Tat (58). Nonostante cio @a&apace di indurre indirettamente danno
epiteliale come dimostrato dalla riduzione siaalelbnta cellulare che dell'incorporazione di
timidina triziata in cellule in attiva replicazioned indifferenziate. Infine I'abolizione di
entrambi gli effetti con gli anticorpi policlonadinti-Tat supporta la specificita degli effetti
stessi.

Il miglioramento della funzione assorbitiva intestie secondario all’utilizzo degli inibitori
delle proteasi (75) e la correlazione inversaitodot anticorpale anti Tat e progressione della
malattia depongono in favore quindi di un ruolo Tt nello sviluppo di disfunzione
intestinale nel paziente con infezione da HIV. Hdhzione degli effetti indotti da Tat in

cellule intestinali con l'uso di specifici antigoy fa ipotizzare che il blocco di Tat attraverso
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immunizzazione attiva o passiva potrebbe ridugeai effetti patogeni . Recentemente infatti
e stata proposta come candidato per un vaccin@reparazione funzionalmente inattivata
ma immunogena di Tat (tossoide Tat) (76).

Il danno indotto da Tat rappresenterebbe il momeamkiale della patogenesi dell’enteropatia
da HIV ma la malnutrizione ed il peggioramento @elbmpromissione immunologica con il
conseguente maggiore rischio di infezioni intesticantribuirebbero al suo aggravarsi.

Nel paziente adulto con infezione da HIV il malakgoento intestinale & correlato
all'immuosoppressione ed esistono dati che indiceaome durante la progressione della
malattia si assiste ad un progressivo deterioraonggita funzione intestinale (77).

In eta pediatrica le cose sono meno chiare. L'giatbe una riabilitazione nutrizionale possa
avere effetti benefici sia sulla funzione assovhitintestinale che sulla risposta immune ha
una rilevanza clinica molto importante soprattyi#o i paesi in via di sviluppo dove I'accesso
alle costose terapie antiretrovirali & piu diffecil

L’alimentazione enterale continua si basa sul ppssto che una ridotta superficie
intestinale (in termini quali e/o quantitativi) wie sfruttata per tempi lunghi in modo da
aumentare l'assorbimento di nutrienti. La prova wha ridotta superficie assorbitiva
intestinale nei nostri pazienti era rappresentatdivelli basali di xilosio dopo carico orale
patologici. La nutrizione enterale e risultata adfie nel ripristinare una normale funzione
assorbitiva come dimostrato dalla normalizzazioslgest allo xilosio nella maggior parte dei
pazienti al termine del periodo di riabilitazioper via enterale.

L’aumento dei CD4 al termine della nutrizione p&r enterale rappresenta la prima evidenza
del fatto che la malnutrizione contribuisce diretéate al peggioramento
dell'immunosoppressione nel bambino con infezioaditV.

Un aumento dei linfociti totali, ma non dei CD4,stato gia osservato in pazienti adulti con
infezione da HIV dopo alimentazione enterale. Eonthe a differenza di quanto accade negli
adulti in eta pediatrica la terapia di combinagi@on inibitori delle proteasi si associa ad un
aumento significativo di CD4 “naive” dovuto allaggenza di timo ancora funzionante (78); &
quindi probabile che in eta pediatrica il migliormmo dello stato nutrizionale si esprima in
un miglioramento della risposta immunitaria ancqia significativo rispetto a quello
riscontrato nel paziente adulto.

Indipendentemente dall’'eziologia bambini malnutmon infetti da HIV mostrano una
riduzione del rapporto CD4/CD8, una riduzione dB¥Cun aumento delle immunoglobuline
ed una alterata ipersensibilita ritardata (79).t@ @#lterazioni reversibili con un’adeguata

riabilitazione nutrizionale. E’ quindi ipotizzabileche parte dellimmunodepressione
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riscontrata nei bambini con infezione da HIV si@mwlaria alla malnutrizione e pertanto
correggibile con un adeguato apporto nutrizionale.

Nei pazienti del gruppo in parenterale si sonoons@ti effetti simili ma meno evidenti
probabilmente a causa delle condizioni clinicheegaln piu severe. La nutrizione parenterale
ha consentito di aumentare I'assorbimento di lesdi mantenere stazionari, per un periodo
di 5 mesi, il peso ed il numero dei CD4, rallen@anih tal modo il rapido deterioramento
delle condizioni generali tipico degli stadi termlindell’'infezione da HIV.

Recentemente grande attenzione e stata rivoltaualo rdell’attivita pancreatica nel
malassorbimento intestinale di pazienti con HIV @tistudi hanno dimostrato la presenza di
insufficienza pancreatica nel paziente con HIV easirrea (64,65). La terapia con estratti
pancreatici nel paziente con infezione da HIV atsieea ha quindi un presupposto razionale
ed in effetti ha determinato una riduzione dei xialo steatocrito e quindi delle perdite fecali
di lipidi in tutti i pazienti trattati ed una congth normalizzazione in 1/3 dei pazienti. Resta
sorprendente l'effetto benefico degli estratti paatici nei pazienti che non avevano
insufficienza pancreatica. Questo pud essere dpiedm fatto che i test utilizzati per la
diagnosi di insufficienza pancreatica non sono atavea sensibili e quindi non consentono
di individuare forme lievi oppure dal fatto che gttratti pancreatici possono aver indotto una
modifica del microambiente intestinale riducendavérgrowth batterica e favorendo quindi
le funzioni assorbitive intestinali.

In conclusione sia lintervento di riabilitaziomeitrizionale ed in particolare la nutrizione
enterale che la terapia con estratti pancreatickoso dimostrati efficaci nel migliorare la
funzione assorbitiva intestinale come indicato 'dalhento dei valori dello xilosio dopo
carico e dalla riduzione della steatorrea.

Inoltre la riabilitazione nutrizionale sembra maykre la funzione immunitaria in particolare
se instaurata negli stadi precoci dell'infezione H&/. Negli stadi terminali sembra
semplicemente in grado di rallentare il rapido egpessivo deterioramento dell'immunita.
Anche se con l'introduzione della terapia di conalzione si & assistito ad un rapido e
persistente miglioramento delle condizioni geneedianche della funzione intestinale del
paziente con HIV questi risultati restano imporitgerché ci danno conferma della relazione
esistente tra malassorbimento intestinale, maliatre e progressione della malattia. La loro

by

rilevanza clinica € ancora maggiore se si pensga&si in via di sviluppo dove la

malnutrizione e all’ordine del giorno e dove l'usw larga scala delle nuove terapie

antiretrovirali non &€ ancora possibile.
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CONCLUSIONI

Negli ultimi anni sono stati fatti enormi progressl campo delle infezioni intestinali che
hanno dato risultati di grande rilievo. La mortlinfantile € stata dimezzata grazie alle
conoscenze sui meccanismi di trasporto intestiedl@l conseguente concetto di ripristinare
I'equilibrio idroelettrolitico o adirittura di preanire gli squilibri che si possono verificare in
corso di diarrea. Abbiamo visto come una reidrataizirapida e corretta ed una
rialimentazione precoce favoriscono una piu ragidarigione oltre ad impedire la comparsa
di compicanze. Accanto a questo l'utlizzo nellenferlievi di gastroenterite acuta di nuove
terapie come la diosmectite ed alcuni probiotiducgendo la durata della diarrea puo portare
ad un enorme risparmio di risorse che possonoes&stinate a programmi di prevenzione o
di ricerca.

La situazione e del tutto diversa quando la diarsgamanifesta in un bambino
immunodeficiente o affetto da altre patologie cobmei In questo caso la gestione deve
necessariamente essere diversa perché a causaataieioni di base questi pazienti sono a
rischio di infezioni piu severe, a decorso protra¢t che vanno a peggiorare il quadro
drammatico spesso caratterizzato da malassorbinmeettinale e malnutrizione. Pertanto in
questi casi diventa indispensabile ottenere infarama sull’eziologia della diarrea per poter
stabilire un idoneo ed efficace trattamento dalejpao dipendere la sopravvivenza stessa del
paziente. Le infezioni intestinali nel paziente iomodeficiente possono non essere piu
frequenti ma sono sicuramente piu gravi. Basti @enghe la criptosporidiosi enterica che,
nel bambino immunocompetente é caratterizzata daliarrea di grado lieve ed autolimitata,
nel paziente con infezione da HIV si manifesta cora diarrea severa associata a grave
disidratazione e a marcata perdita di di peso. Mafézione intestinale nel paziente
malnutrito o immunodeficiente non si limita a ceegroblemi solo durante la fase acuta.
Abbiamo visto infatti che deficit immunitario, maitmizione/malassorbimento intestinale e
rischio di infezioni sono collegati tra loro e spesi viene a creare un circolo vizioso che si
autoalimenta anche quando la causa che lo ha mtoesc stata eliminata. Un adeguato
apporto calorico ottenuto ricorrendo anche ad im&htazione per via enterale, migliorando
la funzione intestinale e lo stato nutrizionaleg montribuire a ridurre il rischio di infezioni.
Altra categoria di paziente a rischio € il pazieota insufficienza intestinale che oltre ad
essere malnutrito spesso si presenta con form® melere di diarrea secretiva. In questo tipo
di paziente si deve quindi intervenire su due frditersi; da un lato bisogna garantirgli un

adeguato apporto calorico ma dall’altro bisogngualche modo ridurre le perdite intestinali
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di acqua ed elettroliti. Numerosi tentativi terajpiisono stati effettuati ma non esistono dati
conclusivi. L'ormone della crescita che esercitaliello intestinale sia un effetto
proassorbitivo/antisecretivo che un effetto trofjpotrebbe essere considerato un possibile

candidato per la terapia del bambino con diarrgatiabile.
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