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ABSTRACT

Background: perinatal asphyxia is a condition of impaired fetal-placental
gas exchange resulting from the interruption of placental flow. This
pathology is still today one of the major causes of neonatal mortality and
morbidity. Its most fearsome complication is hypoxic-ischemic
encephalopathy, which can significantly influence short and long-term
prognosis of patients. To date, the only therapy that has been shown to
improve the prognosis of these newborns is therapeutic hypothermia (TH).
Infant's candidacy for this therapy is based mainly on clinical and
instrumental criteria; unfortunately, no early biomarkers that can guide this
choice are currently available. Metabolomics is a science that is proving
extremely promising in the field of perinatal asphyxia and could allow the
identification of metabolites or metabolic pathways that may be able to

change the future clinical approach to this pathology.

Aims: the primary objective of the study was to describe the dynamic
changes over time of the urinary and plasma metabolome in the same
cohort of asphyxiated newborns. A secondary objective was to search for
potential correspondences between the plasma and urinary changes of the
metabolome during three phases: pre-TH (T0), the 72 hours of TH (IPO) and

the rewarming phase (PT).

Materials and methods: newborns were enrolled if older than 35
gestational weeks, with signs and symptoms of perinatal asphyxia at birth
and undergoing TH. Urine and plasma samples were collected before
starting TH, during the 72h of TH and after TH. Samples were analyzed with
untargeted and targeted metabolomics analysis using a high performance
liquid chromatography system coupled to a mass spectrometer. The
obtained data were analyzed with univariate and multivariate statistical

analysis techniques and over-representation pathway analysis methods.



A group of 22 healthy subjects was also enrolled to make a comparison at

TO between ill and normal newborns.

Results: urine samples were collected for 12 patients before (T0), during
(IPO) and after hypothermia (PT); in addition, 19 patients had plasma
samples collected at these three time points. The combination of the
univariate and multivariate analysis revealed that 31 urinary metabolites and
34 plasma metabolites are relevant in describing the changes in the three
phases. Pathway analysis made it possible to identify the perturbed
metabolic pathways in the three phases. In urine samples pathways of
steroidogenesis, lysine degradation and carnitine synthesis (B-oxidation)
were identified; as for targeted analysis on plasmatic samples, pathways
related to the metabolism of tryptophan, glycine and serine, methionine,
ammonia recycling, spermidine and spermine biosynthesis and carnitine

synthesis (3-oxidation) were significantly affected.

Conclusions: our study allowed us to describe the dynamic changes in the
urinary and plasma metabolome of asphyxiated infants over time, as well as
to determine which metabolic pathways are significantly altered during
perinatal asphyxia. In particular, it should be noted that the metabolic

pathway of 3-oxidation is constantly influenced in both urine and plasma.

Future randomized controlled trials are needed to assess the rationale of
potentially supportive treatments directly targeting the detected metabolic

variations over time of these patients.



RIASSUNTO

Introduzione: I'asfissia perinatale e una condizione di
compromissione degli scambi gassosi feto-placentari conseguenti
all'interruzione del flusso placentare. Tale patologia € ancora ad oggi una
delle maggiori cause di mortalita e morbidita in epoca neonatale. La sua
complicanza piu temibile &€ P'encefalopatia ipossico ischemica che puo
influenzare in maniera importante la prognosi a breve e a lungo termine del
neonato. Ad oggi I'unica terapia che si € dimostrata in grado di migliorare la
prognosi di questi neonati & I'ipotermia terapeutica (IT). La candidabilita del
neonato alla terapia si basa principalmente su criteri clinici e strumentali; ad
0ggi, non esistono biomarcatori che possano guidarne la scelta. La
metabolomica € un campo di ricerca che si sta dimostrando estremamente
promettente in ambito di asfissia perinatale e che potrebbe permettere di
identificare metaboliti o pathway metaboliche in grado di cambiare in futuro

I’approccio clinico in questa patologia.

Scopo dello studio: l'obiettivo primario dello studio era descrivere le
modificazioni dinamiche nel tempo del metaboloma urinario e plasmatico in
una stessa coorte di neonati asfittici. Obiettivo secondario & stato ricercare
potenziali corrispondenze tra le modificazioni plasmatiche ed urinarie del
metaboloma durante le fasi di pre-IT (T0), le 72 ore di IT (IPO) e di post-

riscaldamento (PT).

Materiali e metodi: sono stati arruolati neonati con piu di 35 settimane
gestazionali, con segni e sintomi di asfissia perinatale alla nascita e
sottoposti ad IT. Sono stati raccolti campioni di urine e plasma prima
dell’avvio dell’'lT, durante le 72h di IT e dopo I'IT. | campioni sono stati
analizzati con tecniche di metabolomica untargeted e targeted utilizzando
un sistema di cromatografia liquida ad alte prestazioni accoppiato ad uno
spettrometro di massa. | dati derivati sono stati analizzati con tecniche di
analisi statistica univariate e multivariate, nonché metodiche di over-

representation pathway analysis.



Un gruppo di 22 neonati sani sono stati arruolati per effettuare un paragone

del metaboloma a TO tra malati e non malati.

Risultati: per 12 pazienti sono stati raccolti i campioni di urina prima
dell’ipotermia (TO), durante l'ipotermia (IPO) e dopo l'ipotermia (PT) e di 19
pazienti & stato ottenuto un campione di plasma per ognuna delle tre fasi.
La combinazione di analisi univariata e multivariata ha messo in luce 31
metaboliti urinari e 34 metaboliti plasmatici rilevanti nel descrivere le
modificazioni nelle tre fasi. Le pathway analysis hanno permesso di
individuare le vie metaboliche perturbate nelle tre fasi. Nei campioni di urine
sono state identificate le pathway di steroidogenesi, di degradazione della
lisina e di sintesi della carnitina (B-ossidazione), mentre nel plasma le analisi
targeted hanno individuato come alterate le pathway relative al metabolismo
del triptofano, della glicina e della serina, della metionina, del riciclo
dell'lammoniaca, della biosintesi della spermidina e della spermina e della

sintesi della carnitina.

Conclusioni: il nostro studio ci ha permesso di descrivere le modifiche
dinamiche del metaboloma urinario e plasmatico dei neonati asfittici nel
tempo, nonché di determinare quali sono le vie metaboliche che vengono
significativamente alterate durante l'asfissia perinatale. In particolare da
osservare che la via metabolica della B-ossidazione €& costantemente

influenzata sia nelle urine che nel plasma.

Saranno necessari futuri studi randomizzati controllati per valutare il
razionale di trattamenti potenzialmente di supporto basati sulle variazioni

metaboliche rilevate nel tempo di questi pazienti.



1. INTRODUZIONE

1.1. L’asfissia perinatale

L’asfissia perinatale & un’alterazione degli scambi gassosi conseguente ad
interruzione del flusso placentare, con sviluppo progressivo di ipossia,
ipercapnia e acidosi metabolica fetale in maniera direttamente
proporzionale alla gravita e alla durata dell’'insulto asfittico [1].

Per identificare il neonato asfittico & necessario rilevare una condizione di
acidosi al prelievo cordonale arterioso subito dopo la nascita. Un pH
inferiore a 7.00 é tipicamente associato a rischio maggiore di morte o
complicanze neurologiche [2], e rappresenta una delle indicazioni ad

intraprendere 'ipotermia terapeutica.

1.1.1. Epidemiologia

L’asfissia perinatale costituisce ancora oggi una delle principali cause di
morte neonatale e di malattia con impatto sulla qualita di vita. Il 23% delle
morti neonatali e il 10% delle morti sotto i 5 anni d’eta sono il risultato di un
insulto asfittico perinatale [3]. Nei paesi sviluppati I'incidenza di asfissia
perinatale severa & di circa 1 ogni 1000 nati vivi [4]. Interessa circa 1,15
milioni di neonati all’anno al mondo; nei paesi in via di sviluppo rappresenta
una complicanza molto piu frequente con un’incidenza, ragionevolmente
sottostimata, di 5-10 ogni 1000 nati vivi [4]. In questi paesi I'incidenza, la
severita e la mortalita dell’asfissia perinatale sono piu alte a causa delle
basse condizioni socio-economiche, la bassa scolarizzazione ed educazione
sanitaria che rende difficile il riconoscimento dei segnali di pericolo e il
difficile accesso alle cure mediche [3].

La maggior parte di neonati esposti a danno severo vanno incontro a morte
0 sopravvivono con gravi disabilita neurologiche come paralisi cerebrale

infantile [5] ed epilessia o presentano un grave ritardo dello sviluppo [6].



Il 20-25% dei neonati asfittici sviluppano un interessamento neurologico
definito come encefalopatia ipossico-ischemica (Ell) [7].

L’Ell, conseguente all’asfissia perinatale, € la prima causa di paralisi
cerebrale infantile. | bambini affetti da paralisi cerebrale sviluppano disabilita
motorie e cognitive che ne modificano la qualita di vita. Nonostante I'utilizzo
di nuove terapie come lipotermia, che ha permesso di ridurre I'impatto
sociale relativo alle disabilita motorie, i bambini affetti da tale patologia
sviluppano, ancora oggi, problemi cognitivi e difficolta di comunicazione.
Questi bambini necessitano quindi di assistenza medica per tutta la vita. Il
costo sanitario &€ sicuramente elevato ma lo & ancora di piu il costo
intangibile relativo alla qualita di vita del bambino e della sua famiglia nonché
il costo indiretto a livello sociale. Le complicanze dell’asfissia hanno un

impatto importante per il bambino, la famiglia e la societa [8].

1.1.2. Eziopatogenesi

L’insulto ipossico-ischemico puo verificarsi nel periodo peri-partum o intra-
partum; l'interruzione del flusso ematico placentare ¢ il risultato finale che
determina asfissia. | fattori causanti I'interruzione del flusso possono essere

di natura materna, placentare, cordonale o neonatale [1].

Table 1

Selected causes of perinatal asphyxia

Maternal Placental/Umbilical Cord Neonatal

Diabetes mellitus  Placental abruption Airway anomalies

Hypertension Fetomaternal hemorrhage Neurologic disorders

Preeclampsia Umbilical cord compression (prolapse, Severe cardiopulmonary disease
nuchal cord, knot, etc)

Hypotension/shock Infection/inflammation Severe circulatory compromise

(blood loss)

Uterine rupture Velamentous cord insertion Infection

Severe anemia — Medication effect

Infection — —

Tabella I. Cause di asfissia perinatale (da Rinaldi & Perlman 2016).



L’alterazione del flusso placentare attiva una serie di meccanismi adattativi
circolatori e metabolici, i primi volti ad una redistribuzione del sangue agli
organi vitali, i secondi volti a garantire la vitalita cellulare. La redistribuzione
del flusso avviene a favore di miocardio, cervello e surrene ed a discapito di
reni, intestino, cute e muscoli. Quando tale meccanismo compensatorio
fallisce, si sviluppa ipotensione sistemica ed il trasporto di ossigeno al

cervello si riduce lasciando spazio al danno.

Interruption of Placental Blood Flow

}

Redistribution of

¢ Cardiac Output ¢
LRenal Blood Flow — Oliguria TCerebral Blood Flow
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TLiver Enzymes
DIC
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lOther — SIADH
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Y
IMyocardial Blood Flow
LCerebral Blood Flow

}

Ischemic Cerebral Injury

Figura 1. Meccanismi adattativi e conseguenze sistemiche dell'interruzione del flusso
placentare (da Rinaldi & Perlman 2016).



Anche dal punto di vista metabolico sono diversi i meccanismi che cercano
di preservare gli organi vitali: il metabolismo cerebrale neonatale, in carenza
di ossigeno e glucosio, € in grado di sfruttare substrati energetici diversi
come lattato e chetoni; il miocardio e piu resistente all’insulto ipossico-
ischemico e la curva di dissociazione dell’ossigeno dell’emoglobina fetale,
soprattutto in condizioni di acidosi metabolica, favorisce il rilascio di

ossigeno a livello tissutale [1].

Quando le richieste di ossigeno da parte del feto non vengono piu
soddisfatte dall’apporto materno e i meccanismi di compenso falliscono,
dapprima si assiste ad ipossiemia ed ipercapnia, successivamente, per far
fronte alla carenza di substrato energetico, all’attivazione della glicolisi
anaerobia, causando accumulo di acido lattico e diminuzione del pH

ematico, configurando una situazione di acidosi metabolica [1].

Alla nascita, il neonato asfittico, presenta tipicamente un pattern respiratorio
alterato caratterizzato da un’apnea primaria che si manifesta dapprima con
atti respiratori rapidi e poi arresto respiratorio e bradicardia.
Successivamente, se non si mettono in atto manovre di supporto, quali
intubazione e ventilazione meccanica, sopraggiunge una fase di gasping ed
infine di apnea secondaria con bradicardia ed ipotensione che culminera in

exitus a meno di manovre rianimatorie.

L’evento ipossico-ischemico acuto determina una prima fase di morte
neuronale causata da una deplezione di ATP (insufficienza energetica
primaria). La carenza di substrati energetici determina perdita
dell’omeostasi intracellulare tra cui la mancata funzione della pompa Na/K
ATP-dipendente. La depolarizzazione neuronale causa un flusso di sodio e
calcio intracellulare; questo crea un gradiente osmotico ed elettrochimico
che a sua volta favorisce l'ingresso di cloro e acqua determinando
progressivamente edema citotossico e lisi cellulare. La depolarizzazione
inoltre causa rilascio di neurotrasmettitori eccitatori come il glutammato che

concorre all'influsso di calcio; si verifica inoltre la formazione di radicali



liberi, produzione di ossido nitrico e perossidazione lipidica delle membrane
cellulari che esita in distruzione della barriera ematoencefalica e attivazione

della risposta infammatoria.

Hypoxia-ischemia

Anaerobic glycolysis

¢ %3 1
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oxidase # . —— i
; . Activates nitric oxide
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synthase (NOS)
Xanthine ¢
Free fatty acids
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F ¢ 02 l
Free radicals Free radicals Free radicals

Figura 2. Meccanismi biochimici del danno cerebrale conseguente ad evento
ipossico-ischemico (da Rinaldi & Perlman 2016).

In seguito al ripristino del flusso cerebrale, grazie alle manovre rianimatorie,
inizia la cosiddetta fase latente della durata di circa 6 ore a cui segue un
secondo deficit energetico, tra le 6 e le 48 ore. Questa seconda fase del
danno, causata dalla riperfusione, esita in apoptosi cellulare. Durante
questa fase si formano specie reattive dell’ossigeno, si deteriora
progressivamente la funzione mitocondriale, perdura [Iefflusso di
neurotrasmettitori eccitatori e aumenta 'edema citotossico; eventuali crisi

comiziali compaiono tipicamente in questa fase [9].
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Figura 3. Fisiopatologia dell’asfissia perinatale (da Newnam 2011).

1.1.3. Encefalopatia ipossico-ischemica

L’evento patogenetico piu importante conseguente ad un insulto ipossico-
ischemico & quindi la riduzione del flusso cerebrale. La sofferenza cerebrale
che ad esso pud conseguire si manifesta come encefalopatia neonatale. Se
I’encefalopatia & attribuibile sicuramente ad un insulto ipossico-ischemico é
definibile come encefalopatia ipossico-ischemica (Ell) [10]. Quasi la meta
dei neonati che sviluppano Ell muore nel primo mese di vita, I'Ell di grado
moderato o severo & gravata da una mortalita compresa tra il 10 ed il 60%;
tra i sopravvissuti il 25% sviluppa sequele neurologiche [11] quali la paralisi
cerebrale infantile, ritardo mentale, perdita della vista e dell’'udito, problemi
comportamentali, disturbi dell’apprendimento e convulsioni. Il tipo e la
gravita delle complicanze dipende dalla severita dell’insulto ipossico-

ischemico e dalle aree cerebrali interessate dal danno.

Lesioni della corteccia sono associate a deficit sul versante cognitivo;

l'interessamento della sostanza bianca e della sostanza grigia profonda



11

(talami e nuclei della base) si associa piu spesso ad un outcome avverso

composito sia sul versante cognitivo che sulla performance motoria [5].

Al’imaging i quadri lesionali piu frequenti di Ell sono confinati
principalmente nei territori di confine arteriosi (cosiddetto pattern di danno
“watershed”) che nel neonato a termine sono localizzati nelle regioni della
corteccia cerebrale periventricolare. Il danno in tali regioni puo determinare

una leucomalacia periventricolare.

Altre regioni suscettibili al danno ipossico sono i talami, i gangli della base e

il tronco encefalico [12].

L’encefalopatia ipossico-ischemica € una delle cause piut comunemente

riconosciute di paralisi cerebrale infantile (PC) [13].

La PC si definisce come un gruppo di sindromi caratterizzate da
compromissione motoria, non progressiva, con una incidenza di 1,5 su
1000. Viene diagnosticata nei primi 18 mesi di vita: i bambini affetti non
acquisiscono le abilita motorie fondamentali o presentano anomalie come
asimmetria delle funzionalita motorie grossolane, ipertonia o ipotonia. La PC
puo essere ulteriormente caratterizzata in base alle diverse parti del corpo
affette in emiparesi, diplegia e tetraplegia oppure classificata in base al tipo

di disturbo motorio in [14]:

e Paralisi cerebrale spastica: la forma piu comune di PC, rappresenta
il 70-80% dei casi. E determinata da un danno del | motoneurone del
tratto piramidale. Pud occasionalmente essere bilaterale. E
caratterizzata da almeno due tra: anomalo pattern motorio, tono
aumentato, riflessi patologici.

e Paralisi cerebrale discinetica: avviene del 10-15% dei casi. E
caratterizzata da pattern motorio anomalo e da movimenti involontari,

incontrollati e ricorrenti.
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Paralisi cerebrale atassica: in meno del 5% dei casi. Determinata da
un danno cerebellare, si caratterizza per postura e/o movimenti
anomali e dalla perdita della regolare coordinazione muscolare.
Paralisi cerebrale distonica: rara, & caratterizzata da scarsa attivita e
da movimenti rigidi (ipocinesia) e ipotonia.

Paralisi cerebrale coreoatetosica: rara ora che l'iperbilirubinemia é
prevenuta e trattata, caratterizzata da movimenti esagerati e violenti

(ipercinesia) e ipotonia.

Ad oggi, i requisiti necessari per confermare una relazione causale tra

evento acuto intrapartum e paralisi cerebrale secondo I’American Academy

of Pediatrics (AAP) [15] e I'’American College of Obstetricians and

Gynecologists [16] sono:

indice di Apgar < 5 siaa 5 che a 10’. Lo score Apgar & uno score
clinico che e utile al clinico come stima dello stato di salute del
neonato. Tiene conto di vari parametri quali colorito, frequenza
cardiaca, riflessi, tono muscolare e tipo di respirazione. Ad ogni
parametro é possibile assegnare un punteggio da 0 a 2, il punteggio
totale pud quindi essere compreso tra 0 e 10. Il neonato con
punteggio tra 7-10 é classificato come normale, con sofferenza di
grado intermedio se il punteggio va da 4 a 6 e severamente
compromesso con punteggio tra 0 e 3 [17];

acidosi metabolica riscontrabile al’lemogasanalisi eseguita
dell’arteria ombelicale con pH < 7 e BE > -12 mmol/l: si raccomanda
il doppio prelievo da arteria e vena ombelicale per avere la certezza
della provenienza del campione;

lesioni al neuroimaging compatibili con Ell;

coinvolgimento multiorgano, variabile in base alla gravita e durata
dell’insulto e comprendente: distress respiratorio sino a richiedere
intubazione e ventilazione meccanica, ischemica miocardica con

scadimento del circolo e necessita di supporto inotropo, insufficienza
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renale, aumento degli indici di citolisi epatica, discoagulopatia, danno

della mucosa intestinale [18].

Altri fattori suggestivi di asfissia sono:

e sofferenza fetale acuta con evidenza di eventi sentinella quali rottura
d’utero, distacco intempestivo di placenta, prolasso del cordone
ombelicale, embolia di liquido amniotico, shock materno, trasfusione
feto-materna;

e modificazioni al monitoraggio cardiotocografico quali bradicardia
fetale, ridotta variabilita, pattern sinusoidale, decelerazioni ripetitive e
prolungate;

e assenza di altre condizioni che possano avere contribuito al quadro

encefalopatico neonatale.

1.1.4. Gestione del paziente asfittico

Nella maggior parte dei casi (85%) il neonato alla nascita avvia un respiro
spontaneo entro 15 secondi, un 10% rispondera a stimolazione o
aspirazione, il 3-5% necessitera di ventilazione a pressione positiva o
intubazione e solo lo 0,1% richiedera rianimazione cardiopolmonare o
supporto farmacologico.

L’approccio chiave nella rianimazione € individuare con anticipo I'arrivo di
un neonato ad alto rischio cosi che I'equipe sia pronta alle manovre di
stabilizzazione. |l neonato asfittico alla nascita si presenta tipicamente in fase
di apnea primaria, nella maggior parte dei casi il riscaldamento e la
stimolazione inducono una respirazione spontanea. La determinazione
precoce della frequenza cardiaca (FC) € un indicatore di ventilazione
efficace, si dovrebbe assistere ad un aumento della FC nel giro di 30 secondi
[19]. Nei neonati che tuttavia rimangono depressi (assenza di respiro
spontaneo e FC < 100 bpm) I'attuazione di una ventilazione a pressione

positiva facilita la ripresa della respirazione e la correzione dell’acidosi [2].
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Oltre a garantire una buona ventilazione e perfusione, la gestione del
paziente prevede il mantenimento dell’euglicemia ed il controllo delle crisi
epilettiche, fattori che, se non controllati, possono ulteriormente favorire il

danno cerebrale [20].

| bambini esposti a danno ipossico-ischemico che soddisfano i criteri di
inclusione vengono sottoposti ad ipotermia, unico trattamento ad oggi con
evidenze di efficacia nel miglioramento delloutcome. Secondo le
raccomandazioni della Societa Italiana di Neonatologia, per la complessita
del livello assistenziale richiesto, il trattamento ipotermico va effettuato
esclusivamente nei reparti di Terapia Intensiva Neonatale (Centri di lll livello
assistenziale), in particolare & necessario un’assistenza neonatologica h24

e un personale infermieristico dedicato e altamente specializzato [21].

Gli attuali criteri di inclusione per il trattamento ipotermico sono [22]:

1. Eta gestazionale di 35 settimane o piu, peso neonatale > 1800 gr e
meno di 6 ore di vita.
2. Evidenza di asfissia perinatale definita da almeno uno dei seguenti

criteri:

e punteggio di Apgar < 5 a 10 minuti di vita;

e necessita di proseguire la ventilazione con tubo endotracheale o
con pallone e maschera a 10 minuti di vita;

e acidosi metabolica con pH <7 o BE = 12 mmol/l nei primi 60
minuti di vita (nel caso di multipli emogas nei primi 60 minuti di
vita, considerare quello con i valori piu patologici; evitare, se

possibile, emogas capillari da tallone)

3. Encefalopatia ipossico-ischemica moderata o severa valutata
secondo classificazione di Sarnat&Sarnat [23].

4. Nessuna anomalia cromosomica o malformazione congenita.
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Category Normal (0) Mild(1) Moderate (2) Severe(3)

Level of consciousness | Alert(responsive to external Hyper-alert (responsive to Lethargic Stupor/Coma
stimuli) minimal stimuli)

Spontaneous activity Normal Normal or decreased Decreased None

Posture Predominantly flexed Mild flexion of distal joints Distal flexion or Decerchrate

complete extension

Tone Strong flexor tone in all Normal or slightly increased | a. Hypotonia (focal or Flaceid
extremities general)
b. Hypertonia Rigid

Primitive reflexes

Suck Strong, easily illicit Weak or Incomplete Weak or incomplete Absent
and/for bite
Moro Complete Intact (low threshold) Incomplete Absent

Autonomic Nervous System (ANS)

Pupils Normal Mydriasis Myosis Variable or Nonreactive
Heart rate 100-160 bpm Tachyeardia Bradycardia Variable
Respirations Regular respirations Hyperventilation Periodic breath Apnea or need ventilation

Tabella ll. Sarnat score modificato (da Chalak et al. 2018)

1.1.5. L’ipotermia terapeutica

Il danno cerebrale, esito di un insulto ipossico ischemico, si sviluppa in due
fasi: la prima che coincide con I'’evento acuto e la seconda che inizia circa
6 ore dopo. Il danno neuronale diviene irreversibile all’instaurarsi della
seconda fase, c’e quindi una finestra terapeutica di 6 ore per avviare un

trattamento che impedisca o rallenti il verificarsi del danno da riperfusione.

L’ipotermia terapeutica (IT) € l'unico trattamento che, ad oggi, si €
dimostrato  statisticamente significativo e clinicamente rilevante nella
riduzione della mortalita, della paralisi cerebrale e del ritardo del
neurosviluppo [24,25]. | neonati candidati all'ipotermia devono soddisfare i
criteri visti precedentemente. Non ci sono evidenze che il trattamento sia
efficace , dopo le sei ore di vita, ne al di sotto del limite di eta gestazionale
e di peso alla nascita per i quali il rapporto rischio-beneficio & a favore di

quest’ultimo [26].

Per prevenire il danno secondario e ridurre la perdita neuronale é
necessario avviare I'ipotermia terapeutica entro 6 ore dalla nascita, prima

che la fase di danno secondario abbia inizio. | metodi utilizzati per I'ipotermia
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terapeutica sono due: raffreddamento selettivo del capo, tramite un
caschetto, con target di temperatura corporea di 34.5 °C (i target sono riferiti
a temperature rettali o esofagee) e l'ipotermia sistemica, su materassino,
con target di temperatura corporea rettale di 33.5 °C; non ci sono evidenze
che una tecnica sia clinicamente superiore all’altra [24]. Il raggiungimento
di temperature inferiori pud risultare meno neuroprotettivo o addirittura
pericoloso [22]. Dopo 72h di ipotermia il neonato viene riscaldato con
incrementi di temperatura di 0.2-0.5°C/ora fino a raggiungere una
temperatura corporea di 36.5°C in almeno 4h. | neonati piu piccoli o quelli
che hanno presentato problematiche maggiori nei primi giorni, possono
richiedere un tempo piu lungo (oltre le 6-8 ore) per raggiungere la

normotermia.

L’ipotermia permette di ridurre il metabolismo cellulare e la cascata di eventi
che determinano apoptosi neuronale grazie a vari meccanismi d’azione. Per
ogni grado di riduzione della temperatura corporea il metabolismo cellulare
si riduce del 5-7% garantendo un ridotto consumo di ossigeno e glucosio
che favorisce il mantenimento del deposito di ATP; la riduzione della
temperatura di 3-4 °C diminuisce la concentrazione di glutammato e radicali
liberi extracellulari ed attenua I'attivita del recettore NMDA svolgendo un
ruolo protettivo della funzione mitocondriale; sempre per preservare i
mitocondri I'ipotermia sopprime [I'attivazione della microglia quindi
’inflammazione; infine svolge un probabile ruolo di inibizione della caspasi-

3 e upregolazione di bcl-2 sopprimendo il meccanismo apoptotico [9].

Definire i pazienti candidabili all’ipotermia terapeutica, standard of care, per
il trattamento in caso di sofferenza feto-neonatale di grado moderato o
severo risulta quindi fondamentale per predisporre I'avvio dell’ipotermia

secondo le tempistiche raccomandate [27].

La candidabilita del neonato a terapia dipende dall’eta gestazionale,
dall’evidenza di asfissia perinatale e dallo sviluppo di Ell clinica di grado

moderato o severo (vedi criteri sopra descritti). Tutt'ora oggetto di
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discussione I'utilita dell’ipotermia terapeutica applicata dopo le sei ore di
vita, in categorie di pazienti con Ell lieve e/o di eta gestazionale inferiore alle
35 settimane [21].

La determinazione della gravita clinica dell’Ell si rifa alla classificazione di
Sarnat&Sarnat che esamina il livello di coscienza, l'attivita spontanea, la
postura, il tono, i riflessi primitivi di suzione e di Moro e I'attivita del SNA

(pupille, frequenza cardiaca e tipo di respiro).

La severita e la durata dell’encefalopatia, quindi lo stadio di Ell, definiscono
i pazienti eleggibili ad ipotermia e correlano strettamente con I'outcome e
con la risposta alla terapia. Le rivalutazioni con i criteri Sarnat&Sarnat sono
raccomandate ogni 12 ore durante le 72 ore di ipotermia e poi giornalmente
[28].

Le problematiche riscontrate nell’applicazione di tali criteri sono
principalmente due: la soggettivita del’esame neurologico non permette
un’univoca interpretazione del quadro clinico del paziente e
conseguentemente liter terapeutico € soggetto a variabilita in base
all’operatore; in secondo luogo la clinica varia di ora in ora in relazione alla
gravita e alla durata della sofferenza ipossica [22]. Il timing con cui si
manifestano i sintomi riflette il meccanismo di danno: il cervello viene
danneggiato dapprima dall’insulto ipossico-ischemico e in una seconda fase
da quello che viene definito danno da riperfusione. Esiste quindi una fase di
latenza, tra la prima e la seconda fase del danno, che puo risultare priva di
segni clinici e che precede il manifestarsi di segni neurologici definitivi. Data
’importanza di avviare I'ipotermia nella finestra terapeutica di intervento e
le possibili difficolta riscontrabili nella selezione dei soggetti con Ell di grado
2 e 3 di Sarnat &€ fondamentale affiancare alla valutazione clinica del neonato

una serie di esami strumentali che indirizzino la decisione terapeutica.

Affiancare alla clinica la registrazione EEG migliora la capacita diagnostica

e prognostica; vi sono comunque casi di dissociazione di gravita tra quadro
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clinico e tracciato. Nei neonati che soddisfano i criteri di inclusione per IT
viene avviata una valutazione EEG mediante videoelettroencefalografia
(VEEG) o amplitude-integrated EEG (aEEG anche detto CFM, cerebral
function monitor) per almeno 30 minuti possibilmente prima della terapia
sedativa/antiepilettica [21]. Il monitoraggio aEEG verra poi continuato per
tutta la durata dell’IT e della fase di riscaldamento. La presenza di crisi
epilettiche cliniche o regqistrate all’elettroencefalografia  correla
inversamente con I'outcome neurologico [29]. La VEEG rappresenta il gold
standard per la diagnosi e il monitoraggio delle crisi epilettiche nel neonato.
Vi sono pero delle difficolta pratiche nell’esecuzione dell’esame: la
valutazione e il monitoraggio continuo necessitano competenze
professionali e strumentazione h24 7 giorni su 7, spesso non presenti in
maniera cosi continuativa, per tale motivo molte terapie intensive neonatali
(TIN) in Italia adottano una metodica piu semplice, accessibile a tutti i
neonatologi adeguatamente formati: I'aEEG. Se il vVEEG prevede il
posizionamento di elettrodi sullo scalpo in posizioni standardizzate secondo
il Sistema Internazionale 10-20, 'aEEG & una metodica di monitoraggio
dell’attivita elettrica cerebrale che raccoglie il segnale da massimo quattro
elettrodi e, tramite un algoritmo, comprime nel tempo le informazioni
sullampiezza del segnale per generare una traccia aEEG [30]. Se la
registrazione VEEG o aEEG mostra pattern patologici suggestivi per Ell,
viene avviata I'lT [21]. Il pattern normale aEEG é definito da un tracciato con

margine superiore > 10 uV e margine inferiore > 5 uV [31].

| pattern patologici aEEG che indicano la necessita di avviare I'lI'T sono [21]:

1. Attivita elettrica moderatamente anormale: margine superiore > 10 uV e
margine inferiore < 5 pV (tracciato discontinuo).

2. Attivita elettrica severamente anormale: margine superiore < 10 uV e
margine inferiore < 5 uV, accompagnata da attivita ad alto voltaggio

("burst suppression”).
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3. Convulsioni: tracciato a dente di sega con voltaggi compresi tra 10 uV e
40 uV che possono associarsi a tutti i casi precedenti, anche ad un

tracciato nella norma.

Lo | |

» l_-['—':"——'.[' —r— =+
S == ==EESE
Figura 4. Esempio di tracciato aEEG normale per voltaggi e variabilita
(da Naqueeb et al. 1999).
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Figura 5. Esempio di tracciato aEEG discontinuo
(da Naqueeb et al. 1999).

i

| ,'|'. ! |

o - - ...\}.T | - B -

I
i i : .
1 | N T |

Ayl | ol

i
A

|
| [
]
wl—t

Figura 6. Esempio di tracciato aEEG tipo burst-suppression
(da Naqueeb et al. 1999).
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Il neuroimaging gioca un ruolo fondamentale nel determinare la prognosi
dei neonati con Ell; ad oggi la risonanza magnetica cerebrale (RMc) & il gold
standard per definire la severita ed il tipo di danno cerebrale [6]. Per la
complessita dell’esame da svolgere in sedazione per il neonato e perché si
possano apprezzare dei pattern compatibili con evento ipossico-ischemico
perinatale la RMc viene svolta tra il quarto e settimo giorno di vita. La
risonanza quindi non & applicabile come criterio per I'avvio dell’ipotermia
terapeutica ma é sicuramente | fondamentale per il suo ruolo diagnostico e
prognostico. Immagini che mostrino lesioni alla sostanza grigia dei nuclei
della base e delle aree corticali sono tipiche dell’Ell; pattern atipici
(eventualmente associati a spettroscopia in base al sospetto diagnostico)

indirizzano invece verso un’encefalopatia di altra natura [32,33].

Al momento ancora nessun biomarker viene utilizzato nella pratica clinica a
scopo diagnostico e prognostico nei neonati con asfissia perinatale ed Ell
[34,35].

Durante I'ipotermia terapeutica il neonato necessita di assistenza altamente
specialistica h24 che comprende, oltre che il monitoraggio di base come
valutazione dei parametri vitali, del peso, della diuresi, anche un controllo
continuo della temperatura rettale e cutanea, registrazione EEG continua e
monitoraggio della funzionalita e cinetica del miocardio. L’equipe deve
inoltre saper identificare e trattare eventuali effetti avversi che
sopraggiungono od eventualmente, se necessario, sospendere I'ipotermia.
| possibili effetti avversi principali, che possono non essere causati
dall'ipotermia in sé quanto dalla disfunzione multiorgano sono: ipotensione,
bradicardia sinusale, trombocitopenia, adiponecrosi e disionie,
coagulopatie, ipoglicemia, sepsi, ipertensione polmonare. Anche Il
riscaldamento non & privo di rischi e deve essere attentamente monitorato.
Il rischio di emorragia é indotto dall’aumento di temperatura, soprattutto se
troppo repentino, che altera il flusso ematico cerebrale; la fase di
riscaldamento €& particolarmente delicata anche per la possibile

’insorgenza di convulsioni [22].
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Sono state proposte altre terapie neuroprotettive da applicare in
associazione o meno all’IT; il loro utilizzo nella pratica clinica richiede pero
ulteriori evidenze scientifiche a supporto. Sono in corso studi in fase
preclinica su agenti quali allopurinolo, melatonina, eritropoietina, topiramato
e gas nobili; si ricercano terapie di basso costo, facile disponibilita ed utilizzo
per garantire che queste possano avere un’applicabilita globale in modo da
abbattere le disparita di trattamento tra paesi sviluppati e quelli in via di

sviluppo [36].

1.1.6. Prognosi e follow-up

| dati dei piu grandi studi sull’effetto dell'ipotermia terapeutica nei neonati
asfittici sono stati analizzati nelle metanalisi di Jacobs et. al nel 2007 [37] e
2013 [24] evidenziando un’importante riduzione della mortalita e della

disabilita legata al neurosviluppo a 18 e 24 mesi.

Tutti gli studi precedenti hanno valutato un outcome a medio termine (fino
ai 24 mesi), nel 2014 é stato condotto uno studio con lo scopo di valutare gli
outcome a lungo termine in pz di 6 o 7 anni di eta [38]. | pazienti trattati con
IT presentavano un tasso di sopravvivenza con punteggio QI piu elevato.
Significativamente piu bambini nel gruppo trattato con ipotermia rispetto al
gruppo di controllo sono sopravvissuti senza anomalie neurologiche o con

tassi notevolmente ridotti di paralisi cerebrale e disabilita moderata o grave.

Oltre alle prove cliniche sono stati eseguiti anche degli studi su immagini
tratte da RMN per dimostrare come I'ipotermia terapeutica riduca il danno

neuronale a livello cerebrale [39-42].

L’ipotermia terapeutica si dimostra quindi essere la miglior terapia ad oggi
in grado di ridurre il danno cerebrale migliorando la prognosi dei neonati
asfittici, ma numerose rimangono le sequele che compromettono la

motricita, la sfera sensoriale cognitiva e comportamentale del neonato.
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Non esiste ancora oggi un metodo preciso per definire la prognosi esatta
del neonato ma vengono valutati vari items per stimarne la gravita quali il
pH cordonale, I’Apgar score, 'aEEG e il Sarnat score [6]. A breve termine le
complicanze possono essere, come gia sottolineato, il decesso o lo sviluppo

di Ell accompagnata da convulsioni.

Esistono una serie di complicanze a lungo termine che si sviluppano dopo
mesi o0 anni dalla nascita tra cui la PC, disturbi sensoriali, deficit cognitivi e
disturbi del comportamento. Il manifestarsi di tali complicanze viene tenuto

sotto stretta osservazione grazie ai protocolli di follow up.

Il follow-up raccomandato dalla Societa Italiana di Neonatologia (SIN) per i
pazienti asfittici prevede dapprima una valutazione del danno tramite RMN
encefalo da eseguire entro i primi 10 giorni e comunque entro il primo mese
di vita, successivamente viene programmato un follow-up motorio e
neurosensoriale con l'ausilio di scale di sviluppo quali la scala di Griffith o

Bayley.

La RMN predice la prognosi dei neonati con asfissia perinatale secondo lo
score proposto da Barkovich et al. del 1998 [43]. Lo score € composto da
sottocategorie: sono stati valutati sia lo score relativo al coinvolgimento dei
gangli della base (BG, Basal Ganglia) sia lo score relativo al coinvolgimento
dei gia citati territori di confine corticali (corteccia “watershed”, W); sono
inoltre stati elaborati due score compositi, il primo che tiene conto di
alterazioni sia dei gangli della base che delle aree “watershed” (BG/W) ed il
secondo che & invece la somma aritmetica degli stessi (BG+W). Lo studio
di Barkovich ha poi analizzato I'outcome e ’ha confrontato con i reperti di
imaging arrivando alla conclusione che lo score BG/W & il punteggio piu
utile per prevedere il risultato a 3 mesi e 12 mesi. Lo score W invece sembra
correlare in modo piu preciso con I'outcome a 12 mesi.

Le scale di valutazione dello sviluppo permettono di identificare i soggetti

con ritardo neuropsicomotorio e di pianificare al meglio I'intervento.
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Score Finding
Basal ganglia (BG)
0= Normal or isolated focal cortical infarct
1= Abnormal signal in thalamus
2= Abnormal signal in thalamus and lentiform
nucleus
3= Abnormal signal in thalamus, lentiform
nucleus, and perirolandic cortex
4 = More extensive involvement
Watershed (W)
0= Normal
1= Single focal infarction
2= Abnormal signal in anterior or posterior
watershed white matter
i= Abnormal signal in anterior or posterior
watershed cortex and white matter
4 = Abnormal signal in both anterior and
posterior watershed zones
5= More extensive cortical involvement
Basal ganglia/watershed (BG/W)
0= Normal
1= Abnormal signal in basal ganglia or thalamus
2= Abnormal signal in cortex
i= Abnormal signal in cortex and basal nuclei
(basal ganglia or thalami)
4 = Abnormal signal in entire cortex and basal
nuclei

Summation {8)
Arithmetic sum of BG and W
Enhancement (E)

0= No enhancement

1= Enhancement in white matter only

2= Enhancement in deep gray matter nuclei

3= Enhancement in cercbral cortex

4 = Enhancement in cortex and deep gray matter

or white matter

Tabella lll. Barkovich Score (da Barkovich et al. 1998).

La scala Bayley € uno degli strumenti maggiormente utilizzati per la
valutazione delle competenze sensomotorie e cognitive dei bambini dal
primo mese di vita fino all’eta di tre anni e mezzo, permette una valutazione
completa del bambino in quanto € composta da tre scale: la scala motoria,
la scala mentale e la scala di valutazione del comportamento. Le scale di
Griffiths sono composte invece da sei sezioni, sono somministrabilitra 0 e 2
anni e tra i 2 e 8 anni. Le sei scale si articolano in locomotoria, personale-
sociale, coordinazione udito-linguaggio, coordinazione occhio-mano,
performance e ragionamento pratico nella sezione 2-8 anni. L’'insieme delle

scale fornisce un'eta mentale globale e un quoziente di sviluppo globale.
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1.2. Le scienze “omiche”

Una delle piu grandi sfide della medicina moderna & riuscire a migliorare le
conoscenze sull’eziologia delle malattie tenendo conto della variabilita
genetica e dell’influenza dei fattori ambientali per lo sviluppo di
un’assistenza personalizzata. Proprio perché il futuro si basera sempre di
piu su una medicina individualizzata a tale proposito stanno svolgendo un
ruolo essenziale le scienze “omiche”. Il nome deriva dalle desinenze delle
varie scienze biologiche che ne fanno parte quali genomica, trascrittomica,
proteomica e metabolomica che studiano rispettivamente genoma,
trascrittoma, proteoma e metaboloma; tali scienze non permettono solo una
diagnosi precoce ma anche un monitoraggio del paziente. L’utilizzo delle
“omic sciences” in medicina non si limita alla disciplina singola ma spesso
sfrutta una combinazione di esse che fornisce una visione olistica dello stato
salute/malattia del paziente. Questo approccio innovativo permette di
identificare nuove molecole che possono fungere da biomarkers diagnostici
precoci di malattia, di trattare processi patologici complessi e di stimare in
maniera precisa la probabilita che un individuo sviluppi nel corso della sua

vita una determinata patologia [44].

Si definiscono “omiche” quelle scienze che utilizzano tecnologie di analisi
che permettono di ottenere un numero molto elevato di informazioni nello
stesso intervallo di tempo, utili alla descrizione e interpretazione del sistema

biologico studiato.

Negli ultimi anni le scienze “omiche” stanno avendo un enorme sviluppo
come discipline scientifiche e tecnologie promettenti nella caratterizzazione

di numerosi processi fisiopatologici.

La metabolomica € la piu recente delle scienze “omiche”.
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1.2.1. La metabolomica

Il termine metabolomica deriva dal greco e significa “cambiamento”, ed &
definita come la misura dinamica della risposta multiparametrica di un
organismo vivente alla perturbazione fisiopatologica o variazione genica
[45], in altre parole permette di identificare, quantificare e caratterizzare
migliaia di metaboliti di basso peso molecolare (<1kDa) fornendoci
un’istantanea del metaboloma, ovvero dell’insieme di metaboliti prodotti da
un organismo che ne riflettono lo stato fisiologico, patologico o evolutivo
[46]. Il metaboloma non & altro che il fenotipo di un paziente che integra
informazioni della realta clinica del paziente, in uno specifico momento e
puo essere definito per questo dinamico, con informazioni genetiche ed

epigenetiche [47].

La metabolomica permette quindi lo studio di un set di metaboliti attraverso
I’analisi di cellule, tessuti, organi o liquidi biologici quali urine, plasma, feci,
saliva e liquor. L’insieme dei metaboliti rispecchia lo stato di salute o di
malattia di un individuo e per questo puo essere paragonato ad un’impronta

digitale, unica per ogni individuo [47].

Tale tecnologia €& da ritenere rivoluzionaria per vari motivi, in primo luogo
perché non necessariamente ci deve essere un’ipotesi a priori. L’approccio
per lidentificazione dei metaboliti pud essere di due tipi: targeted o
untargeted. Il primo consiste nello studio di biomarkers specifici ipotizzati a
priori, il secondo consiste invece nello studio di tutti i metaboliti rilevabili
durante I'analisi senza prima ipotizzare quali siano [48,49]. Lo studio del set
di metaboliti permette di rilevare la variabilita interindividuale ma anche
quella intraindividuale che pu0 variare fisiologicamente nel tempo, secondo
lo stato di sviluppo oppure per processi patologici. Si possono analizzare, a
tale scopo, sia campioni raccolti con metodiche invasive (plasma, liquor) che
non invasive (urine, saliva, feci). La metabolomica ha quindi un elevato
potere diagnostico, permette di individuare cambiamenti che si verificano

rapidamente ed é di relativamente facile applicabilita [47].
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Nella pratica, per ottenere un set di metaboliti utile prima vi & una fase
analitica di determinazione e misurazione dei metaboliti dei campioni
biologici raccolti, poi una seconda fase di elaborazione statistica multivariata
dei dati ottenuti. | metaboliti vengono poi riordinati da software in maniera
gerarchica da quelli che sono piu significativi per discriminare, ad esempio,
il soggetto sano da quello malato a quelli che lo sono meno. Le metodiche
analitiche di rilevamento utilizzate sono la spettroscopia di risonanza
magnetica nucleare ("H RMN) e/o spettroscopia di massa accoppiata alla
cromatografia gassosa o liquida (GC-MS e LC-MS). La '"H RMN permette di
effettuare studi qualitativi e quantitativi di una miscela di metaboliti
complessa senza ricorrere alla manipolazione chimica dei campioni. Inoltre
la preparazione dei campioni € semplice, i risultati si ottengono velocemente
e i campioni possono essere riutilizzati. La spettroscopia di massa invece
prevede una preparazione complessa dei campioni che non possono essere
riutilizzati ed i tempi di analisi sono molto piu lunghi, in particolare la GC-MS
permette di misurare prevalentemente molecole volatili mentre la LC-MS

consente di misurare anche macromolecole [50].

Sebbene il potenziale di questo campo scientifico sia molto promettente e
rappresenti il futuro della medicina di precisione, attualmente le conoscenze
riguardanti la metabolomica sono scarse al di fuori dell’ambito della ricerca.
L’utilizzo clinico della metabolomica € ancora limitato ma sono sempre di
piu gli studi riguardanti la sua applicazione in vari ambiti della medicina quali
’oncologia, I’endocrinologia, la reumatologia, la neurologia, la
gastroenterologia e la cardiologia. L’analisi metabolomica inoltre risulta
particolarmente adatta al campo della pediatria data la relativa semplicita,

sicurezza e non invasivita dell’approccio [51].
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1.2.2. La metabolomica e I’asfissia perinatale

L’asfissia perinatale € una patologia complessa e multifattoriale le cui
conseguenze sono ancora difficilmente prevenibili e prevedibili. Nonostante
le numerose conoscenze acquisite negli ultimi decenni riguardanti I'asfissia
e 'encefalopatia ipossico-ischemica, la stadiazione precisa del danno e della

prognosi rimangono ancora oggi una sfida.

L'utilizzo della metabolomica come scienza applicata all’Ell dovrebbe
consentire di ampliare le conoscenze riguardanti la sua fisiopatologia e di
costruire un pannello di metaboliti che permetta di determinare
precocemente, caso per caso, la severita del’encefalopatia e permettere di
avviare una terapia personalizzata [34]. L’obiettivo, in particolare, &€ quello di
individuare metaboliti rilevabili entro le prime sei ore di vita, intervallo
massimo per decidere se sottoporre il neonato all’ipotermia terapeutica o
meno. Negli ultimi decenni i neurobiomarcatori (NB) sono stati oggetto di
studi per la valutazione del danno del sistema nervoso centrale [52]. || NB
ideale dovrebbe essere in grado di identificare i casi a rischio,
localizzazione, estensione e gravita della malattia e permettere di avviare
trattamenti specifici; i NB devono essere misurati con metodi standardizzati,
semplici e riproducibili, specifici per la popolazione pediatrica/neonatale,
validati per i diversi fluidi biologici; infine i NB dovrebbero consentire il
monitoraggio longitudinale della malattia e correlare con le tecniche di

neuroimaging come la RMN [53].

Per l'identificazione dei biomarcatori possono essere utilizzati fluidi biologici
differenti. Nel contesto dell’Ell le misurazioni possono essere effettuate sul
plasma o su urina. Le analisi su plasma consentono di acquisire informazioni
veloci ed in tempo reale, ma la raccolta del sangue nei neonati pud essere
difficoltosa da eseguire e relativamente invasiva dato il basso volume totale
di sangue. Il sangue del cordone ombelicale é facile da raccogliere ed &
disponibile in grandi volumi, tuttavia analizza solo la situazione al momento

del parto. Gli studi dei biomarcatori su sangue del cordone ombelicale
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combinati con la successiva analisi di quelli plasmatici sembrano fornire un
approccio piu interessante e completo, perché longitudinale nel tempo [34].
La raccolta di urina appare facile e non invasiva, ma dipende dalla funzione
renale del neonato ed in particolare, essendo i neonati con asfissia
perinatale spesso oligo-anurici, possono risultare necessarie diverse ore per
raccogliere una quantita di campione sufficiente. Questo rappresenta un
problema in quanto, come detto, il tempo limite per decidere se sottoporre

il neonato ad ipotermia terapeutica é di sei ore dalla nascita.

Negli ultimi anni numerosi lavori scientifici sono apparsi in letteratura
riguardo la metabolomica dell’asfissia perinatale. Inizialmente gli studi
venivano condotti su modelli animali in cui le variabili genetiche e ambientali
sono facilmente controllabili. Successivamente sono comparsi i primi studi
condotti su neonati in cui pero la variabilita interindividuale impone una

numerosita campionaria maggiore.

La maggior parte degli studi sull'uomo utilizza le urine come fluido biologico
per eseguire analisi metabolomiche, grazie alla possibilita di raccolta di
campioni longitudinali e non invasivi [54]; esistono anche alcuni studi che
analizzano le modifiche longitudinali del metaboloma plasmatico durante I'lT
[55]. Un ampio numero di metaboliti (amminoacidi e altri acidi organici,
composti energetici e legati allo stress ossidativo, intermedi del ciclo
dell'acido tricarbossilico [TCA], piruvato, lattato, glucidi, fosfolipidi,
creatinina, vitamine e cofattori e molti altri) sono risultati potenzialmente
correlati a danno neurologico e Ell [56].

Sfortunatamente, gli studi disponibili sono molto eterogenei per quanto
riguarda: disegno dello studio, numerosita dei pazienti e tecniche analitiche;
ad oggi, la grande quantita di dati metabolomici pubblicati non consente
ancora di generare un singolo biomarcatore (o un insieme di biomarcatori)

validato che soddisfi le esigenze cliniche.
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2. OBIETTIVI DELLO STUDIO

Abbiamo condotto uno studio longitudinale monocentrico il cui obiettivo
principale era descrivere le modificazioni dinamiche nel tempo del
metaboloma urinario e plasmatico in una coorte di neonati asfittici sottoposti
ad IT.

Obiettivo secondario dello studio e stato ricercare potenziali corrispondenze
tra le modificazioni plasmatiche ed urinarie del metaboloma durante le tre
fasi cruciali dell’assistenza al neonato asfittico: la fase pre-ipotermia (T0),

durante le 72 ore di IT (IPO) e la fase di post-riscaldamento (PT).

L'analisi delle corrispondenze tra le modificazioni dinamiche del
metaboloma urinario e plasmatico nei neonati asfittici sottoposti a IT
rappresenta ancora un argomento poco investigato; in particolare, una
simile analisi & stata eseguita in passato solo dal gruppo di Pifieiro-Ramos
et al [1]. Nel nostro lavoro abbiamo anche considerato una coorte di 22

neonati sani per operare un confronto a TO.
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3. MATERIALI E METODI

3.1. Disegno dello studio

Abbiamo condotto uno studio longitudinale monocentrico, arruolando
neonati che presentavano asfissia perinatale alla nascita (in base ai criteri
clinici, strumentali e laboratoristici precedentemente esposti) e che sono

stati sottoposti a trattamento con ipotermia terapeutica.

3.2. Popolazione dello studio

Sono stati arruolati nello studio neonati con piu di 35 settimane gestazionali
che alla nascita presentavano criteri di asfissia perinatale e sottoposti a IT
secondo le linee guida internazionali. | pazienti sono stati ricoverati presso
la UTIN del Dipartimento di Salute della Donna e del Bambino dell'Azienda
Ospedaliera Universitaria di Padova da maggio 2015 ad aprile 2021. Lo
studio & stato approvato dal Comitato Etico locale (riferimento 4332/A0/17)
ed e stato ottenuto il consenso informato scritto da parte dei genitori prima

dell'arruolamento.

| pazienti sono stati classificati per eta gestazionale, peso alla nascita, sesso,
punteggio di Apgar, tipo di parto, necessita e tipo di rianimazione neonatale,
tipo e gravita dell'insufficienza d'organo, punteggio Sarnat a 60 minuti di vita,
pH e eccesso di basi (BE) derivati dal sangue del cordone ombelicale alla
nascita ed a un’ora di vita. Un gruppo di 22 soggetti sani & stato arruolato

come paragone del metaboloma a TO.
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3.3. Campionamento

| campioni di urina sono stati raccolti attraverso I'utilizzo non invasivo di un
batuffolo di cotone sterile posizionato all'interno del pannolino del neonato
e controllandone la presenza di urina ogni 30 min. Metodiche invasive di
campionamento urinario sono state praticate solo nei neonati che
necessitavano di cateterismo per motivi clinici. Sono stati raccolti almeno 2
ml di urina per ogni campione prelevato prima, durante e dopo I'IT. I
batuffolo di cotone veniva cambiato ogni 3 ore se il neonato non urinava o
se contaminato da materiale fecale. Una volta ottenuto I'imbibizione del
batuffolo di cotone, il campione veniva posto in una siringa, schiacciato con
lo stantuffo e cosi raccolto in un contenitore sterile prelavato con metanolo
(MeOH). | campioni sono stati conservati a -80°C fino all'analisi

metabolomica.

Le urine dei pazienti sani sono state raccolte da neonati del nido, sani ed a
termine nei primi tre giorni di vita, con la stessa metodologia non invasiva
descritta sopra.

Durante lo studio sono state utilizzate le stesse marche di pannolini e

batuffoli di cotone.

| campioni di plasma sono stati raccolti nei medesimi tempi sopra riportati in
corso di procedure invasive necessarie per motivi clinici quali
posizionamento di catetere venoso ombelicale, catetere arterioso
ombelicale, catetere venoso centrale e/o esecuzione di esami ematochimici
da prelievo venoso/arterioso. | campioni di sangue intero da 1 ml sono stati
immediatamente centrifugati per separarne il plasma che é stato raccolto e
conservato a -80°C fino all'analisi. Ulteriori campioni di plasma a distanza di
tempo variabile (3-11 giorni dall’ IT) sono stati raccolti in pazienti che

richiedevano un prelievo di sangue a distanza per motivi clinici.

Il plasma del gruppo dei sani é stato raccolto mediante centrifugazione di

sangue ottenuto da prelievo capillare attraverso la puntura del tallone in
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neonati non asfittici del nido che richiedevano esami del sangue per altri
motivi clinici (es. determinazione dell’ematocrito, screening metabolico,
controllo della glicemia o della bilirubina). In questi pazienti & stata utilizzata
una microprovetta da 100 ul per la raccolta del sangue capillare, € stata
immediatamente conservata a -80°C e quindi inviata al laboratorio per

l'ulteriore elaborazione.

3.4. Analisi metabolomica

L'analisi & stata eseguita presso il Laboratorio di Spettrometria di Massa e
Metabolomica del Dipartimento di Salute della Donna e del Bambino
dell'Universita di Padova con sede all'lstituto di Ricerca Pediatrica (IRP),
Citta della Speranza. Il profilo metabolomico untargeted e stato analizzato
su campioni di urina mentre i campioni di plasma sono stati studiati con

metodi di analisi targeted.

3.4.1. Profilo metabolomico untargeted

| campioni di urina sono stati scongelati lentamente per una notte a +4°C e
quindi a temperatura ambiente. Ciascun campione e stato agitato e
centrifugato a 3600 g per 10 minuti a 10°C, quindi 60 pl di surnatante da
ciascun campione sono stati trasferiti in una piastra da 384 pozzetti,
aggiungendo 240 pl di soluzione di acido formico (FA) 0,1% (volume finale
300uL, diluizione 1:5). Tutte le procedure per la preparazione sono state
gestite in automatico da un sistema robotizzato di manipolazione dei

campioni, Multiprobe Il Ex (Perkin Elmer).

Il profilo metabolomico untargeted dei campioni di urina & stato ottenuto in
modalita di ionizzazione positiva e negativa tramite un sistema di
cromatografia liquida ad alte prestazioni Acquity Ultra Performance Liquid
Chromatography (UPLC) (Waters, Regno Unito) accoppiato ad uno

spettrometro di massa ad alta risoluzione “Quadrupole Time-of-Flight
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(QToF)”, nello specifico un Synapt G2 HDMS (Waters MS Technologies,
Ltd., Manchester, Regno Unito). | parametri del metodo di analisi sono

descritti nel lavoro di Mardegan et al. del 2021 [57].

| campioni di controllo qualita (QC) e i campioni di soluzioni standard (Mix)
sono stati utilizzati per valutare la riproducibilita e I'accuratezza durante
I'analisi ed esaminare il contenuto di metaboliti dei campioni. | QC sono stati
preparati da un'aliquota (50uL) di ciascun campione, miscelati insieme e
diluiti con una soluzione di FA allo 0,1% in acqua, la stessa usata per diluire

i campioni con tre diversi fattori di diluizione (1:3, 1:5, 1:7).

Il Mix consisteva di nove composti con massa esatta e tempo di ritenzione
noti, iniettati nelle stesse condizioni dei campioni per determinare il tempo
di ritenzione e la massa nelle suddette condizioni di analisi. | QC e i Mix sono
stati iniettati a intervalli regolari ogni 15 campioni durante la sequenza,
insieme a campioni bianchi (soluzione acquosa allo 0,1% di FA), per

identificare ioni specifici dalla fase mobile ed eventuali contaminanti.

| campioni sono stati iniettati in modo casuale (secondo una sequenza
costruita in Excel) per randomizzare le iniezioni dei campioni ed evitare
qualsiasi classificazione spuria derivante dalla posizione del campione nella

sequenza.

Elaborazione dei dati: “Peak picking and pre-processing”

| dati sono stati elaborati utilizzando il software Progenesis Ql (Waters
Corporation, Milford, USA) e sono stati generati due dataset, uno per la
modalita di ionizzazione positiva (ESI+ dataset) e I'altro per la modalita di
ionizzazione negativa (ESI- dataset).

| parametri utilizzati per I'estrazione dei dati sono stati ottimizzati attraverso
I'elaborazione preliminare dei campioni QC. Abbiamo impostato un filtro a
0,5 e 0,2 per importare i dati grezzi dei campioni in Progenesis,

rispettivamente per la modalita di ionizzazione positiva e negativa, ed un QC
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al centro della sequenza come riferimento per l'allineamento automatico di

tutte le corse nella sequenza.

La sensibilita dell'algoritmo automatico per il peak picking é stata impostata
a 5, in un intervallo cromatografico da 0,4 a 8,0 minuti. Sono state in questo
modo generate le cosiddette variabili “rt_mass” (dove “rt” é il tempo di

ritenzione e “mass” & il rapporto massa/carica, m/z del composto chimico).

3.4.2. Profilo metabolomico targeted

Preparazione dei campioni per l'analisi degli amminoacidi, poliammine,

acilcarnitine e metaboliti del pathway della kinurenina

Sono stati miscelati 10 yl di plasma con 10 pl di standard interno per le
poliammine (IS), 10 ul di IS per la kinurenina e 100 pl di una miscela di IS
per amminoacidi e acilcarnitine con una soluzione di metanolo e 0,1% di
acido formico.

La deproteinizzazione del campione e la preparazione per l'analisi di
amminoacidi, poliammine e metaboliti della kinurenina sono state condotte
come descritto nel precedente lavoro di Mardegan et al. [57].

Per 'analisi delle acilcarnitine, 30 yL di surnatante deproteinizzato sono stati
trasferiti su piastra, essiccati sotto flusso di azoto a 30°C e ricostituiti con 60
ML di una miscela MeOH:H20 1:1.

Preparazione dei campioni ed analisi tramite cromatografia liquida ad ultra

prestazioni e spettrometria di massa

L'analisi & stata effettuata utilizzando uno spettrometro di massa a triplo-
quadrupolo Xevo TQ-S, accoppiato a un UPLC Acquity (Waters Milford, MA,
USA), interfacciato con una sorgente di ionizzazione elettrospray (ESI).
L'ESI & stato utilizzato in modalita a ioni positivi con monitoraggio delle

reazioni multiple (MRM). La separazione cromatografica é stata eseguita su
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una colonna Waters Acquity UPLC HSS T3 2,1X100 mm 1,8 ym (Waters
Milford, MA, USA). Fasi mobili e volumi di iniezione specifici sono stati
utilizzati per amminoacidi, poliammine e metaboliti della kinurenina, come
riportato in Mardegan et al. [57].

Le fasi mobili nell'analisi delle acilicarnitine erano costituite da acqua 0,1%
acido formico per la fase A e MeOH: ACN 90:10 0,1% acido formico per la

fase B, con volume di iniezione 2L e il seguente gradiente:

Time(min) | Flow Rate | %A | %B
0 0.5 g7 3
1 0.5 g7 3
3.5 0.5 70 30
6.5 0.5 5 895
8 0.5 5 895
11 0.5 g7 3

Tabella IV. Gradiente per I'analisi targeted LC-MS dell'acilcarnitina. Tempo espresso
in minuti. Velocita di flusso espressa in uL/min. % fase mobile A (acqua 0,1% acido
formico). % fase mobile B (MeOH: ACN 90:10 0,1% acido formico).

3.5. Analisi statistica

Le caratteristiche dei soggetti reclutati sono state studiate rispettivamente
con il test di Mann-Whitney per i dati continui e mediante il test esatto di
Fisher nel caso di dati categoriali.

Lo studio longitudinale prevedeva che lo stesso soggetto fosse campionato
prima (fase T0), durante (fase IPO) e dopo (fase PT) l'ipotermia terapeutica.
Nell'analisi dei dati sono stati considerati solo i soggetti con almeno

un'osservazione in ciascuna fase. Nel caso di piu osservazioni all'interno
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della stessa fase, € stata considerata la mediana delle osservazioni presenti
in quella fase.

| dati sono stati standardizzati prima di eseguirne I'analisi.

L'analisi esplorativa dei dati e il rilevamento dei valori outlier sono stati
eseguiti applicando una metodica di Principal Component Analysis (PCA)
[58]. Nello specifico, i valori outlier sono stati rilevati dai test T2 e Q di
Hotelling considerando le osservazioni nella stessa fase.

L’effetto relativo alla fase sul contenuto di metaboliti di urine e plasma é stato
investigato con metodiche uni e multivariate.

L’analisi dati univariata si & basata su una metodica di tipo “linear mixed
effects (LME)” controllando la false discovery rate mediante procedura di
Benjamini-Hochberg. L’effetto fisso € costituito dalla fase codificata secondo
la procedura introdotta per il vettore di probabilita dei dati nella PLS [59] e
operando una trasformazione isometrica del vettore stesso, mentre I'effetto
random utilizzato per modellizzare la variabilita interindividuale é
I’identificatore di ciascun soggetto.

L’analisi dati multivariata si & basata sulla modellizzazione PLS secondo
l'approccio descritto in Peila et al. [60]. Specificamente [Ieffetto
interindividuale é stato stimato con metodica LME e rimosso dai dati. Il
dataset risultante e stato sottoposto a PLS per evidenziare le strutture latenti
associate a quella determinata fase. Dopo una post trasformazione dei dati
sono state identificate due variabili latenti. Le variabili rilevanti sono state
determinate calcolando il coefficiente di correlazione di Pearson tra le
variabili latenti e le variabili misurate. Sono stati applicati test di
randomizzazione per stabilire la significativita delle componenti PLS e dei
coefficienti di correlazione di Pearson, assumendo un livello di significativita
o= 0.05.

Le variabili rilevanti risultanti sono state annotate utilizzando lo Human
Metabolome Database, il METLIN metabolite database e il nostro database
interno. Oltre a cid, i campioni con un’intensita ionica elevata sono stati
iniettati in modalita MS/MS per ottenere maggiori informazioni sulla struttura

degli ioni studiando i relativi frammenti. Il rapporto massa/carica, il tempo di
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ritenzione e i frammenti ionici sono stati comparati con standard
commerciali se essi erano disponibili presso il nostro laboratorio.

Queste procedure ci hanno permesso di classificare i metaboliti selezionati
con differenti livelli di annotazione, come descritto nel lavoro di Sumner et
al. [61]

Il set di metaboliti rilevanti & stato poi sottoposto a over-representation
pathway analysis considerando i 99 pathway dello Small Molecule Pathway
Database (SMPDB). L’analisi dati & stata eseguita utilizzando la piattaforma

R 4.0.4 (R Foundation for Statistical Computing) e I' over-representation

pathway analysis utilizzando Metaboanalyst 5.0 (www.metaboanalyst.ca).
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4. RISULTATI

4.1. Caratteristiche della popolazione

Dei 53 pazienti reclutati nello studio & stato possibile raccogliere campioni
di urine prima (T0), durante (IPO) e dopo (PT) I'lT per 12 pazienti; & stato
ottenuto un campione di plasma prima, durante e dopo I'lT per 19 pazienti.
Sono stati inoltre inclusi 22 neonati sani appaiati per eta gestazionale, sesso,
peso alla nascita e tipo di parto per eseguire un paragone del metaboloma
aTo.

La tabella V riassume le caratteristiche principali dei due gruppi studiati, non
sono state rilevate differenze per la distribuzione di eta gestazionale, sesso,
peso alla nascita e tipo di parto tra casi e neonati sani assumendo come

livello di significativita a=0.05.

characteristic caseifI Sllgine) casesN(Eiz;sma) healtlg;szuzbjects
Sex, male (female) 84) 11 (8) 11 (11)
Gestational age median [range] days 277 [243;292] 280 [243;289] | 273 [259;286]
Birth weight median [range] g 3240 [2500;4134] [21738;5250] [22233;1350]
Delivery mod:écxgiel(;g;;lal (caesarean 7(5) 10 (9) 8 (14)
SARNAT 60 min median [range] 2 [1;3] 2 [1;3] 01[0]
Apgar 1 min median [range] 3[1;9] 3.5[0;9] 8 [7;9]
Apgar 5 min median [range] 5.512;8] 6[1;10] 9[8;10]
Apgar 10 min median [range] 7 [4;9] 7[2;9] 10 [9;10]
Hypoglycemia at birth, yes (no) 309 3(16) 1(21)
pH median [range] 6.9 [6.8;7.1] 7.0 [6.8;7.3] |7.25[7.20;7.44]
BE median [range] -15.6 [-21.5;-7.5] |-14.2 [-20.4;-7.9]| -4.7 [-2.0;-13.7]
pH at 1 h median [range] 7.1[7.0;,7.2] 7.2[6.9;7.3]
EB at 1 h median [range] -16.4 [-22.7;-8.5] |-13.7 [-21.9;-7.0]

Tabella V. Caratteristiche dei due gruppi studiati.
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4.2. Analisi metabolomica untargeted dei campioni di urina

Dopo la pre-elaborazione dei dati untargeted ottenuti dai campioni di urina
e stato generato un dataset di 1791 variabili e 36 osservazioni. Non sono
stati rilevati valori outlier assumendo un livello di significativita a=0.05.
L’annotazione delle variabili ha permesso di identificare 96 metaboliti urinari
annotati a livello 1. Di seguito sono riportati i risultati dell’analisi sul dataset
dei metaboliti annotati.

Lo score scatter plot del modello PCA (R? =0.542 e Q? =0.45) relativo &
riportato in figura 7. Si puo notare come i campioni dei soggetti sani e quelli
dei casi occupino regioni diverse dello spazio descritto dalle due
componenti del modello dimostrando che il metaboloma urinario é
differente, tra pazienti sani e pazienti sottoposti ad IT, indipendentemente

dalla fase.
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Figura 7. Score scatter plots dei modelli PCA. Analisi metabolomica untargeted di
campioni di urina (riquadro A) e analisi metabolomica targeted di campioni di plasma
(riquadro B). | campioni dei casi sono riportati come cerchi usando un codice colore che
rappresenta la fase (TO: cerchi bianchi, IPO: cerchi grigio chiaro, PT: cerchi grigio scuro)
mentre in verde sono indicati i campioni dei soggetti sani.
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Osservando I'analisi univariata dei casi, basata su LME assumendo 6=0.05,
sono stati identificati 23 metaboliti che variano il loro livello nelle tre fasi.

L’analisi multivariata basata su PLS ha generato un modello che spiega il
50% della varianza totale della fase a fattore fisso. Il biplot del modello é
riportato in figura 8. La rappresentazione dei dati fornita dalle due variabili
latenti F1 e F2 mostra una disposizione a clusters in cui i campioni della
stessa fase si distribuiscono nella stessa regione del grafico dimostrando
che il metaboloma urinario & fase specifico. Inoltre, sono stati identificati

come rilevanti 23 metaboliti.
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Figura 8. Biplot dei modelli PLS. Analisi metabolomica untargeted di campioni di urina
(pannello A) e analisi metabolomica targeted di campioni di plasma (pannello B); i campioni
sono riportati come cerchi (TO: cerchi bianchi, IPO: cerchi grigio chiaro, PT: cerchi grigio
scuro) e le variabili come triangoli neri.

Dai risultati derivanti dall’analisi univariata e multivariata dei dati, 31
metaboliti sono risultati rilevanti nel descrivere i cambiamenti del
metaboloma urinario nelle tre fasi studiate. Nella tabella VI sono riportati i

metaboliti rilevanti ed il loro comportamento in termini di fold changes (FC).



annotation HMDB m/z Rt |FC[IPO/T0] | FC[PT/TO]
p-Hydroxyphenylacetic acid HMDB0000020 | 151.0397 | 3.322 3.74 4.60
Aldosterone HMDBO0000037 | 361.2020 | 5.759 0.53 0.83
Glycolic acid HMDBO0000115| 75.0077 | 0.613 3.88 3.16
Glycocholic acid HMDBO0000138 | 466.3169 | 6.619 1.49 2.32
L-Histidine HMDBO0000177 | 110.0723 | 0.661 2.49 5.92
L-Lysine HMDB0000182 | 130.0873 | 0.523 0.91 0.25
L-Cystine HMDBO0000192 | 241.0311 | 0.591 1.66 2.05
Oxoglutaric acid HMDBO0000208 | 145.0136 | 0.784 1.31 2.85
Pregnenolone HMDBO0000253 | 299.2379 | 6.443 0.61 0.46
Pyroglutamic acid HMDB0000267 | 130.0509 | 0.982 0.88 1.36
17a-Hydroxypregnenolone HMDBO0000363 | 509.2751 | 6.442 0.77 0.49
5-Hydroxymethyluracil HMDBO0000469 | 125.0353 | 0.773 1.91 2.22
Aminoadipic acid HMDBO0000510 | 144.0665 | 0.656 1.99 2.39
Gamma-Butyrolactone HMDBO0000549 | 85.0286 | 0.613 2.15 2.03
Homocitrulline HMDBO0000679 | 190.1198 | 0.843 1.05 0.81
L-Kynurenine HMDBO0000684 | 192.0666 | 1.912 1.04 2.05
Kynurenic acid HMDBO0000715 | 190.0509 | 3.589 0.67 0.93
Pseudouridine HMDBO0000767 | 245.0778 | 0.773 1.22 1.36
L-Octanoylcarnitine HMDBO0000791 | 288.2175 | 5.241 1.47 1.31
N-Acetyl-L-aspartic acid HMDBO0000812 | 174.0401 | 0.832 1.51 3.02
N-Acetyl-L-tyrosine HMDBO0000866 | 222.0767 | 3.263 1.74 3.36
Tetrahydrodeoxycorticosterone | HMDB0000879 | 317.2484 | 6.432 0.62 0.42
N-Acetylglutamic acid HMDBO0001138 | 188.0558 | 1.046 1.12 1.74
Butyrylcarnitine HMDBO0002013 | 232.1555 | 2.403 0.43 0.37
1-Methyluric acid HMDBO0003099 | 181.0362 | 1.869 0.75 0.33
Cortolone HMDB0003128 | 331.2273 | 6.069 0.56 0.66
21-Deoxycortisol HMDBO0004030 | 347.2219 | 5.829 0.73 0.83
Hydroxydehydrz?epiandrosterone HMDBO0004611 | 271.2063 | 6.229 1.13 1.35
33’21'Dih}’f’rgg}ggﬁgmgna”e‘ HMDB0006755 | 349.2368 | 5.930 |  0.89 0.92
N-Acetylvaline HMDBO0011757 | 158.0818 | 3.360 1.04 1.32
Isovalerylcarnitine HMDBO0000688 | 246.1710 | 3.231 1.52 1.72

Tabella VI. Analisi metabolomica untargeted dei campioni di urina: metaboliti rilevanti nel
descrivere i cambiamenti del metaboloma urinario nelle tre fasi studiate (TO, IPO e PT);
annotation indica il nome del metabolita, HMDB ['identificatore Human Metabolome
DataBase, m/z il rapporto massa/carica, Rt il tempo di ritenzione del picco cromatografico,
FCJ[IPO/TO] fold change calcolato come rapporto tra la mediana della variabile durante
l'ipotermia terapeutica e la mediana della stessa variabile prima dell'ipotermia terapeutica,
FC[PT/TQ] fold change calcolato come rapporto tra la mediana della variabile dopo
l'ipotermia terapeutica e la mediana della stessa variabile prima dell'ipotermia terapeutica;
nel calcolo del FC l'effetto casuale dovuto alle differenze individuali € stato rimosso dai
dati; un FC>1 indica un aumento della concentrazione del metabolita rispetto a TO; un FC<1
indica un abbassamento della concentrazione del metabolita rispetto a TO.
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I set di metaboliti rilevanti sono stati investigati mediante over-
representation pathway analysis al fine di evidenziare quali pathway
metaboliche venissero perturbate durante le tre fasi. | risultati dell’analisi
ottenuti sono riportati in figura 9. In particolare, tre pathway relative a
steroidogenesi, degradazione della lisina e sintesi della carnitina hanno

presentato p<0.10.
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Figura 9. Over-representation pathway analysis: analisi metabolomica untargeted di

campioni di urina (riquadro A) e analisi metabolomica targeted di campioni di plasma
(riquadro B); le pathway sono riportati in base al loro logaritmo negativo di p (-log10(p))
utilizzando una dimensione del simbolo proporzionale al loro rapporto di arricchimento.
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4.3. Analisi metabolomica targeted dei campioni di plasma

L’analisi metabolomica targeted dei campioni di plasma ha generato un
dataset composto da 60 variabili e 57 osservazioni. Non sono stati rilevati

valori outlier assumendo un livello di significativita o=0.05. Il modello PCA

(R2=O.509, Q2=0.416) ha generato lo score scatter plot riportato nella figura
7B. Come nel caso dei campioni di urina, i campioni dei neonati asfittici e
quelli dei casi sani sono distribuiti in due regioni diverse del grafico
dimostrando che il metaboloma plasmatico & diverso tra soggetti sani e
pazienti, indipendentemente dalla fase. Si puo inoltre osservare che con
’avanzare del trattamento la regione spaziale occupata dai pazienti tende

progressivamente ad avvicinarsi alla regione spaziale occupata dai sani.

Osservando I'analisi univariata dei casi, basata su LME assumendo 6=0.01,
sono stati identificati 33 metaboliti che variano il loro livello nelle tre fasi.
L’analisi PLS ha generato un modello in grado di spiegare il 69% della
varianza totale della fase a fattore fisso. Il biplot del modello & riportato in
figura 8B.

Considerando le due variabili latenti F1 e F2, i campioni raccolti nella stessa
fase si distribuiscono nella stessa regione del grafico dimostrando che la
fase influenza il metaboloma plasmatico. Inoltre, 16 metaboliti sono stati

identificati come rilevanti.

Dai risultati derivanti dall’analisi univariata e multivariata dei dati, 34
metaboliti sono risultati rilevanti nel descrivere i cambiamenti del
metaboloma plasmatico prima, durante e dopo I'lIT. Nella tabella VII sono
riportati i metaboliti rilevanti ed il loro comportamento in termini di fold

changes (FC).



name HMDBID FC[IPO/TO] FCI[PT/TO]
L-carnitine HMDBO0000062 0.91 0.54
Glycine HMDB0000123 0.91 0.69
Ethanolamine HMDB0000149 0.56 0.38
Tyrosine HMDBO0000158 0.51 0.44
Phenylalanine HMDBO0000159 0.67 0.57
Alanine HMDB0000161 0.35 0.24
Proline HMDBO0000162 0.51 0.35
Threonine HMDBO0000167 0.56 0.62
Asparagine HMDB0000168 0.81 0.63
Isoleucine HMDBO0000172 0.66 0.63
Histidine HMDBO0000177 0.70 0.55
Lysine HMDB0000182 0.61 0.46
Serine HMDB0000187 0.92 0.70
Cystine HMDB0000192 0.84 0.81
Indole acetic acid HMDBO0000197 1.80 1.90
Acetylcarnitine HMDB0000201 0.62 0.31
Ornithine HMDB0000214 0.41 0.41
Quinolinic acid HMDB0000232 0.43 0.40
Taurine HMDB0000251 0.20 0.08
Sarcosine HMDB0000271 0.84 0.63
2-aminobutyric acid HMDB0000452 0.56 0.23
Decanoylcarnitine HMDB0000651 1.03 0.44
Homoarginine HMDBO0000670 0.58 0.20
Kynureinine HMDB0000684 0.61 0.66
Leucine HMDBO0000687 0.55 0.60
Methionine HMDB0000696 0.59 0.41
Kynurenic acid HMDBO0000715 0.35 0.27
5-hydroxyindoleacetic acid HMDBO0000763 0.94 0.93
Xanthurenic acid HMDBO0000881 0.54 0.46
Valine HMDB0000883 0.49 0.55
Citrulline HMDBO0000904 0.56 0.47
Tryptophane HMDB0000929 0.66 0.63
Putrescine HMDB0001414 1.50 3.05
ADMA HMDB0001539 0.65 0.54

Tabella VII. Analisi metabolomica targeted dei campioni di plasma: metaboliti rilevanti nella
descrizione dei cambiamenti del metaboloma plasmatico nelle tre fasi studiate (TO, IPO e
PT); name indica il nome del metabolita, HMDB [l'identificatore Human Metabolome
DataBase, FC[IPO/TQ] la fold chance calcolata come rapporto tra la mediana della variabile
durante l'ipotermia terapeutica e la mediana della stessa variabile prima dell'ipotermia
terapeutica, FC[ PT/TQJ fold change calcolato come rapporto tra la mediana della variabile
dopo l'ipotermia terapeutica e la mediana dello stessa variabile prima dell'ipotermia
terapeutica; nel calcolo FC, l'effetto casuale dovuto alle differenze individuali € stato
rimosso dai dati; un FC>1 indica un aumento della concentrazione del metabolita rispetto
a T0; una FC<1 indica un abbassamento della concentrazione del metabolita rispetto a TO.
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Il set di metaboliti rilevanti & stato investigato mediante over-representation
pathway analysis. Nella figura 9B sono riportati la significativita e il rapporto
di arricchimento dei pathway con almeno un metabolita. Le vie identificate
come metabolismo del triptofano, metabolismo della glicina e della serina,
metabolismo della metionina, riciclo dell'ammoniaca, biosintesi della
spermidina e della spermina e biosintesi della carnitina hanno mostrato
p<0.05.



49

5. DISCUSSIONE

La nostra analisi ha evidenziato significative modifiche del metaboloma
urinario e plasmatico nel tempo in neonati asfittici sottoposti ad ipotermia
terapeutica. In figura 7 & evidente come sia i campioni di urina che quelli di
plasma dei casi tendono a raggrupparsi occupando una regione del grafico
differente rispetto a quelli dei soggetti sani. Questa importante differenza nel
metaboloma tra i campioni asfittici ed i campioni dei neonati sani rende
ragione dell’enorme potenziale della metabolomica nella caratterizzazione
di condizioni cliniche molto diverse. Anche lo studio di Locci et. al [54] ha
descritto un comportamento sovrapponibile, questo studio ha analizzato
campioni di urine di neonati con encefalopatia ipossico-ischemica raccolti
alla nascita, durante I'ipotermia, al termine dell’ipotermia, ad una settimana

di vita ed infine ad un mese di vita.

| campioni dei soggetti sani mostrano una distribuzione nel grafico piu
disseminata rispetto ai casi, a conferma della maggiore eterogeneita del
metaboloma dei soggetti sani rispetto a quello dei malati, come gia

evidenziato da un studio precedente dello stesso gruppo [57].

La figura 8 mostra che sia i campioni di urina che quelli di plasma tendono
a raggrupparsi occupando regioni spaziali diverse in ciascuna fase
analizzata (TO, IPO, PT), suggerendo un chiaro shift metabolico nel tempo;
questo comportamento €& evidente anche nella figura 7B dove i campioni
plasmatici dei casi tendono ad avvicinarsi nel tempo alla stessa regione
spaziale occupata dai soggetti sani. Quest’ultima osservazione suggerisce
un ruolo neuroprotettivo dell’IT, probabilmente potenziato da meccanismi
endogeni di riparazione del danno dipendenti dal tempo, precedentemente

dimostrati in modelli animali [62].

| campioni della fase IPO si raggruppano visivamente ancora piu vicini 'uno
all’altro rispetto ai campioni delle altre fasi, tale distribuzione é

probabilmente attribuibile all’effetto del trattamento ipotermico: I'lT tende a
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“comprimere” il metaboloma patologico dei neonati con Ell nel tentativo di
ripristinare il metabolismo fisiologico come gia era stato osservato in lavori
precedenti [56,145].

Questo comportamento del metaboloma nella fase di ipotermia (IPO),
particolarmente evidente dalle analisi sui campioni di urine, era stato
descritto anche nello studio di Pifieiro-Ramos et al. [56] dove il metaboloma
urinario dei soggetti reclutati ha mostrato una variabilita importante nella
fase pre-ipotermia, variabilita che perd é quasi del tutto scomparse durante

la fase di ipotermia e ricomparsa 24 ore dopo la fine del trattamento.

5.1. Analisi metabolomica untargeted

L'analisi metabolomica untargeted dei campioni di urina ha evidenziato 31
metaboliti (tabella VI) come rilevanti nella descrizione dei cambiamenti del
metaboloma urinario nelle tre fasi studiate (TO, IPO e PT).

Le classi di composti piu rappresentate in questo insieme di metaboliti sono
gli amminoacidi (9), gli steroidi (8), i derivati della carnitina (3) e gli intermedi
del metabolismo del triptofano (2).

Il comportamento degli amminoacidi urinari nel tempo €& piuttosto variabile:
L-istidina, L-cistina, acido N-acetil-L-aspartico, N-acetil-L-tirosina, acido N-
acetilglutammico e N-acetilvalina hanno mostrato un aumento persistente
nel tempo; al contrario, la L-Lisina diminuisce costantemente nelle tre fasi;
infine, l'acido piroglutammico e I|'omocitrullina hanno mostrato un
andamento instabile nel tempo.

Per quanto riguarda gli steroidi, tutti diminuiscono nel tempo, ad eccezione
del 7a-idrossideidroepiandrosterone che ha mostrato un aumento costante
dalla fase TO alla fase IPO e dalla fase IPO alla fase PT.

Per quanto riguarda i derivati della carnitina, la L-ottanoilcarnitina e la
isovalerilcarnitina hanno mostrato un progressivo aumento nelle fasi TO, IPO
e PT; al contrario, la butirrilcarnitina ha mostrato una diminuzione costante

nel tempo.
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Anche gli intermedi del metabolismo del triptofano hanno andamenti
eterogenei nel tempo: la L-kinurenina aumenta costantemente nel tempo,

mentre I'acido kinurenico mostra una diminuzione costante.

5.2. Analisi metabolomica targeted

Le analisi targeted sui campioni di plasma hanno evidenziato una serie di 34
metaboliti rilevanti (tabella VII) per spiegare I'evoluzione del metaboloma
plasmatico attraverso TO, IPO e PT.

Di questi, la stragrande maggioranza sono amminoacidi (23); sono
rappresentati poi gli intermedi del metabolismo del triptofano (5) ed i derivati
della carnitina (3).

Tutti gli amminoacidi hanno mostrato una diminuzione persistente tra TO,
IPO e PT, cosi come gli intermedi del metabolismo del triptofano con
I'eccezione dell'acido indolo acetico, che & aumentato nelle tre fasi. Anche i
derivati della carnitina hanno mostrato una diminuzione nel tempo piuttosto
omogenea.

Come l'acido indolo acetico, la putrescina (un precursore della spermidina)
ha mostrato un aumento persistente dalla fase TO verso la fase PT.
Considerati nel loro insieme, i metaboliti plasmatici rilevanti hanno mostrato
un comportamento molto piu omogeneo in termini di andamento nel tempo

rispetto ai loro omologhi urinari.

5.3. Analisi dei pathway

L’analisi metabolomica dei campioni raccolti prima (T0), durante (IPO) e
dopo (PT) lipotermia, analizzati tramite la combinazione delle analisi
univariata e multivariata ha permesso di evidenziare come rilevanti 31

metaboliti urinari e 34 metaboliti plasmatici.

Per studiare ulteriormente queste variazioni di metaboliti nel tempo sono

state condotte delle pathway analysis. L’analisi dei pathway mira a
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ricondurre ogni metabolita alterato della lista, apparentemente disgiunto
Puno dallaltro, alle relative vie metaboliche, questo ha permesso di
evidenziare le principali vie metaboliche alterate a livello urinario nel
paziente asfittico e ha posto le basi per I'analisi metabolomica targeted su
plasma da cui si sono evidenziate interessanti corrispondenze ed alcune

novita.

Nei campioni di urina & stato possibile evidenziare un chiaro impatto
dell'asfissia perinatale nelle vie metaboliche di steroidogenesi,
degradazione della lisina e sintesi della carnitina (B-ossidazione); le analisi
eseguite sui campioni di plasma invece hanno messo in luce come vie
metaboliche significativamente alterate nell'asfissia perinatale siano quelle
relative al metabolismo del triptofano, metabolismo della glicina e della
serina, metabolismo della metionina, riciclo dell'ammoniaca, biosintesi di

spermina e spermidina e, ancora, sintesi della carnitina (3-ossidazione).

5.3.1. Steroidogenesi

Con steroidogenesi si intende la biosintesi degli ormoni steroidei negli
organismi viventi. Nelluomo tutti gli ormoni steroidei derivano dal
colesterolo e regolano vari processi biologici, fra cui equilibrio idro-salino,
sviluppo sessuale, funzione riproduttiva, risposta immunitaria e risposta allo
stress [63]. Tali ormoni vengono prodotti dai tessuti steroidogenici come
gonadi, surreni, placenta e cervello [64,65], tramite la circolazione
raggiungono il fegato ed i tessuti periferici dove vengono prodotti vari
intermedi metabolici prima di essere escreti a livello urinario. Tutti questi
processi contribuiscono alla formazione del metaboloma steroideo, che pud
essere caratterizzato analizzando campioni di sangue o urina. In relazione
ai recettori con i quali si legano ed interagiscono, gli ormoni steroidei
possono essere raggruppati in cinque categorie: glucocorticoidi,

mineralcorticoidi, androgeni, estrogeni e progestinici.
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Durante la vita fetale gli steroidi vengono prodotti principalmente nella zona
fetale delle ghiandole surrenali, nei testicoli (le ovaie sono quiescenti), a
livello placentare e cerebrale [64,66]. La zona fetale € una porzione della
corticale surrenalica che nel periodo fetale € deputata alla sintesi di
androgeni e che subito dopo la nascita scompare per aumento
dell’apoptosi, portando quindi ad una rapida involuzione delle ghiandole

surrenali e a una diminuzione della secrezione di androgeni [67].

Nel nostro studio otto, tra i 31 metaboliti urinari che sono stati identificati
come rilevanti, appartengono alla famiglia degli steroidi, questi sono:
aldosterone, pregnenolone, 17a-hydroxypregnenolone,
tetrahydrodeoxycorticosterone, cortolone, 21-deoxycortisol, 7a-
hydroxydehydroepiandrosterone, 3a,21-Dihydroxy-5b-pregnane-11,20-
dione.

Sette di questi mostrano una tendenza costante alla diminuzione nel tempo
nei campioni di urina esaminati, ad eccezione del 7a-
idrossideidroepiandrosterone che mostra un andamento inverso, tendendo

a salire leggermente nel tempo dalla fase TO alla fase PT.

Durante la seconda meta della gravidanza, la placenta produce quantita
crescenti di progesterone [68], questo precursore viene poi convertito nei
tessuti periferici fetali e nel cervello, in altre forme di steroidi neuroattivi
(NAS), creando un peculiare asse ormonale tra il feto e la placenta.

I NAS esercitano una serie di funzioni protettive sul sistema nervoso
centrale fetale e sono essenziali per la crescita e la maturazione neuronale
e gliale [69,70].

I NAS svolgono anche un ruolo neuromodulatore: sopprimendo |' eccessiva
eccitabilita riducono la tendenza a sviluppare convulsioni [71] che, come
spiegato nella parte introduttiva, peggiorano l'outcome del paziente,
determinando un aumento del metabolismo cerebrale e una redistribuzione
locale del flusso ematico sacrificando le zone danneggiate; inoltre, le

convulsioni sono associate alla produzione di molecole neurotossiche quali
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citochine infiammatorie, glutammato, lattato, specie reattive dell’ossigeno
[72]. Infine i NAS possono avere un ruolo nel migliorare i processi di
riparazione conseguenti ad una lesione cerebrale, promuovere la

mielinizzazione e ridurre I'apoptosi cellulare [73,74].

| complessi effetti biochimici e metabolici esercitati dai NAS sul cervello in
via di sviluppo sono il risultato di modulazioni allosteriche dei recettori GABA
[75], NMDA [76], del recettore della serotonina [77] e del recettore sigma-1
[78].

I NAS sono stati suddivisi in tre categorie: NAS della famiglia dei pregnani,
NAS della famiglia dell’androstano e NAS sulforati [79].

La famiglia dei pregnani NAS é quella piu studiata, & una classe di derivati
del progesterone che comprende allopregnanolone, epiallopregnanolone,
pregnanolone, pregnenolone, deidroepiandrosterone e
allotetraidrodeossicorticosterone.  Gli  androstani  NAS  includono
androstandiolo ed etiocolanone e la famiglia dei NAS solforati comprendono

il deidroepiandrosterone solfato e il pregnenolone solfato [80,81].

Anche la vitamina D svolge un ruolo nella neuroprotezione e nel
neurosviluppo del cervello fetale e, dato il precursore comune con gli
steroidi, ossia il colesterolo, pu0 essere classificata anch’essa come NAS
[82].

Nel nostro studio, abbiamo osservato una tendenza piuttosto omogenea
all'abbassamento dei livelli di steroidi dalla fase TO alla fase PT. Questa
iniziale concentrazione elevata dei NAS a livello urinario nella fase acuta
dell'insulto ipossico-ischemico seguito da un declino potrebbe essere
interpretata come un meccanismo inizialmente massimizzato di
neuroprotezione endogena, poi progressivamente attenuato e “sostituito”
da altri interventi neuroprotettivi esogeni, uno tra tutti, l'ipotermia

terapeutica.
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Un altro fattore che potenzialmente potrebbe contribuire alla diminuzione
delle concentrazioni di NAS nel tempo ¢€ il loro utilizzo nei processi di

riparazione e neuromodulazione in risposta all'insulto ipossico-ischemico.

Curiosamente, la concentrazione urinaria di 7a-
idrossideidroepiandrosterone (7a-OH-DHEA) tende invece ad aumentare
leggermente nel tempo, in particolare nella fase PT.

Il 7a-OH-DHEA agisce come antiossidante [83-85] e antiglucocorticoide
[86-88], favorendo la risposta immunitaria [89-91], la neuroprotezione, in
particolare contro il danno ipossico-ischemico [92], la neurogenesi e
favorisce la sopravvivenza dei nuovi neuroni inibendo 'azione soppressiva
del corticosterone [93,94].

| derivati del DHEA sono di gran lunga i NAS piu rappresentati [87] nel’'uomo
ed inoltre hanno un'emivita relativamente piu lunga rispetto agli altri [95],
queste caratteristiche potrebbero fornire una possibile spiegazione della
sua persistenza nel tempo nelle urine analizzate, andamento che non si

osserva per le altre classi di NAS.

Anche Pineiro-Ramos et al. nella loro analisi longitudinale sulle urine di
neonati asfittici sottoposti a ipotermia terapeutica, hanno riscontrato una
significativa perturbazione nella biosintesi degli ormoni steroidei, in

particolare a 24 ore dall’inizio dell’'IT [56].

Questi risultati evidenziano la potenzialita di studi futuri che indaghino il
ruolo neuroprotettivo del NAS esogeno somministrato a neonati asfittici.

Sono gia stati fatti i primi studi in questa direzione: Yawno et al. [71] ha
scoperto che la somministrazione dell'analogo sintetico del pregnane,
I’alfaxalone, riduce l'attivita EEG spiking a seguito di una breve asfissia in
utero in un modello animale; la stessa molecola svolge un ruolo nel diminuire

la necrosi cellulare post-asfittica nel cervelletto ed ippocampo [96,97].
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Il ganaxolone, un analogo sintetico dell’allopregnanolone [98], agisce anche
come agonista del GABA, modulando I'attivita degli interneuroni GABAergici
attraverso il sito di legame delle benzodiazepine sui recettori GABAa. Le sue
proprieta neuroprotettive sono state dimostrate nei roditori [99,100] ed &
inoltre risultato efficace nel trattamento di crisi epilettiche parziali nei

pazienti umani adulti e nel trattamento degli spasmi infantili [101].

Ci sono inoltre evidenze che i recettori GABA medino un'attivita eccitatoria
complessiva nei neuroni umani nella maggior parte del periodo
gestazionale, in particolare nelle prime fasi ontogenetiche di migrazione
neuronale e formazione delle sinapsi [102]; tuttavia, poco prima del parto, la
riduzione di [Cl-] mediata dall'ossitocina provoca uno spostamento dei
recettori GABA del sistema nervoso centrale, rendendoli recettori inibitori
piuttosto che eccitatori, esercitando un'azione neuroprotettiva e riducendo
potenzialmente la gravita degli insulti anossici [103].

Inoltre, questo cambio di funzione dei recettori GABA nel peripartum,
modula le vie ascendenti del dolore, aumentandone la soglia nel neonato
[104].

Tenendo conto di queste evidenze, il neonato asfittico a termine o near term
rappresenta un candidato promettente per valutare gli effetti neuroprotettivi
dei NAS somministrati per via esogena, in particolare, gli analoghi sintetici

della famiglia del pregnane [105].

5.3.2. Degradazione della lisina

La lisina € un amminoacido essenziale presente in quasi tutte le proteine del
nostro organismo, € noto come sia espressa a livello cerebrale in misura
maggiore rispetto ad altri organi. E direttamente coinvolta nella modulazione
dell’espressione genica e cio porta ad uno spettro di azioni molto vasto che

comprende la modulazione dei processi di proliferazione cellulare,
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differenziazione ed eccitabilita, nonché interazione intercellulare attraverso

sistemi neurotrasmettitoriali [106].

Gli studi condotti su modelli murini da Kondoh et al. [107] e Cheng et al.
[108] suggeriscono che I'amminoacido L-lisina possa avere un ruolo
neuroprotettivo [107], antinfammatorio [108] e di modulazione della risposta
allo stress [106].
Nello studio di Kandoh et al. si & inoltre studiato ['effetto della
somministrazione di L-lisina in topi sottoposti ad insulto ipossico-ischemico
confrontando I'outcome, misurato tramite RMN, con un gruppo di controllo
[107]. La somministrazione di L-lisina sembrerebbe diminuire I'edema
cerebrale, soprattutto corticale, con effetto dose dipendente. Lo stesso
studio ha evidenziato come la somministrazione di L-lisina nella stessa
popolazione murina riduca I'area della zona infartuale causata dall’insulto
ipossico-ischemico. Inoltre, la somministrazione di L-lisina correla con una
diminuzione dell’attivita glutammatergica determinando quindi una
diminuzione della concentrazione di calcio intracellulare e di conseguenza

una riduzione del danno neuronale.

Questi studi su modelli animali pongono le basi per successivi studi che
potrebbero portare ad una comprensione migliore degli effetti della
somministrazione di L-lisina nella risposta agli insulti ipossico-ischemici e

alla possibilita di un suo utilizzo terapeutico in combinazione con l'ipotermia.

Nel nostro studio tra i metaboliti rilevanti identificati che variano nel tempo,
la L-lisina intatta mostra una diminuzione costante da TO a IPO e da IPO a
PT; parallelamente a questa diminuzione, i cataboliti della lisina (acido
oxoglutarico, acido aminoadipico) mostrano un aumento costante e
significativo tra TO, IPO e PT (FC[IPO/TQ] 1,31, FC [PT/TO0] 2,85 per l'acido
oxoglutarico e 1,99 e 2,39 rispettivamente per I'acido aminoadipico).
Questa tendenza é spiegabile con un'attivazione della via di degradazione
della lisina (tabella VI).
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Confrontando solo i risultati sulle urine ottenute durante il trattamento
ipotermico nella coorte originaria di pazienti [145], abbiamo notato che la
lisina intatta era piu alta nelle urine di pazienti senza evidenze di
encefalopatia ipossico-ischemica alla RMc; inoltre, tale tendenza si é
confermata per tutta la fase dell'ipotermia terapeutica. Cid spiega un
potenziale ruolo neuroprotettivo e neuromodulatore di questo
amminoacido, come evidenziato dagli studi animali [106,107]; d'altra parte,
e stata segnalata una diminuzione della lisina intatta in modelli suini [109].
Analogamente ai nostri risultati, anche Noto et al. [110] hanno riscontrato
una diminuzione nel tempo della lisina intatta nelle urine di pazienti asfittici
raccolte dopo ipotermia terapeutica.

Infine, anche il gruppo di ricercatori Pifieiro-Ramos et al. [56] ha riscontrato
un'attivazione della via di degradazione della lisina nelle urine raccolte a 12
ore di vita di neonati asfittici con danno cerebrale ipossico-ischemico
rispetto a quelli senza Ell.

Tutti questi risultati suggeriscono un possibile ruolo neuroprotettivo della

lisina intatta contro il danno ipossico-ischemico.

5.3.3. Sintesi della carnitina (B-ossidazione)

L’analisi dei metaboliti ha evidenziato significative variazioni prima (T0),
durante (IPO) e dopo (PT) l'ipotermia terapeutica anche nell’ambito del
metabolismo energetico: questi includono acil-amminoacidi (N-acetilvalina,
N-acetil- L-tirosina, acido N-acetil-L-aspartico, acido N-acetilglutammico) e
acilcarnitine (butirrilcarnitina, L-ottanoilcarnitina, isovalerilcarnitina). Tutti,
tranne la butirrilcarnitina mostrano un aumento nelle urine nel tempo.

Le acilcarnitine derivano dall’associazione della carnitina con una molecola
di Acil-CoA che avviene ad opera dell'enzima carnitina palmitoil transferasi
| nel citosol; il complesso acil-carnitina entra nella matrice mitocondriale
dove viene nuovamente separato (tramite l'enzima carnitina palmitoil
transferasi Il) in carnitina e Acil-CoA; il primo viene traslocato nuovamente

nel citosol, il secondo entra nel processo di 3-ossidazione [111,112].
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Figura 10. L-carnitina e acetil-L-carnitina entrano nelle cellule dal sangue o dall'ambiente
extracellulare attraverso il trasportatore OCTNZ. L'enzima acil-CoA sintasi (non mostrato)
converte gli acidi grassi a catena lunga in acil-CoA grassi, che vengono successivamente
convertiti in acilcarnitine dall'enzima carnitina palmitoiltransferasi | (CPT 1) localizzato nella
membrana mitocondriale esterna. Le acilcarnitine attraversano la membrana mitocondriale
interna tramite un trasportatore, la carnitina/acilcarnitina translocasi (CACT), in cambio di
L-carnitina libera. L'enzima carnitina palmitoiltransferasi Il (CPT Il), che e localizzato nella
membrana mitocondriale interna, converte le acilcarnitine in acil-CoA e L-carnitina libera,
che esce dai mitocondri e funge da substrato per CPT | per formare pit acilcarnitina. |
carboni provenienti da acil-CoAs importati nella matrice mitocondriale attraverso la navetta
della carnitina possono essere ossidati per produrre energia o metabolizzati tramite il ciclo
TCA e incorporati in glutammato, glutammina e GABA. (da Ferreira GC, McKenna MC.,

La L-carnitina &€ un composto endogeno, presente nella maggior parte dei
tessuti umani, compreso il cervello [113]; oltre ad essere cruciale per il
metabolismo energetico cellulare, la carnitina svolge anche altre due
importanti funzioni: nel cervello in via di sviluppo, la parte acetilica generata
dal cosiddetto “shuttle della carnitina” serve anche per essere incorporata
nei neurotrasmettitori e nei lipidi strutturali di nuova formazione [114];
inoltre, il sistema navetta ha un ruolo cruciale nel prevenire un accumulo
intracellulare potenzialmente tossico di acidi grassi a catena lunga e acil-
CoA a catena lunga [115].

L'accumulo nel tempo di acilcarnitine e altri derivati acilici nei campioni
urinari puo essere spiegato sia considerando I'interruzione del metabolismo
energetico cellulare dovuto all'asfissia, con incapacita di utilizzare substrati

energetici nel processo di [-ossidazione e conseguente insufficienza
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energetica cellulare, sia con la dispersione (e il conseguente accumulo nelle
urine) dei substrati energetici non utilizzati conseguenti alla necrosi
cellulare. Inoltre, I'accumulo intracellulare di acidi grassi a catena lunga
dovuto all'incapacita di compiere correttamente la B-ossidazione, puo
ulteriormente contribuire alla tossicita neuronale [115].

Un accumulo di acilcarnitine & stato riscontrato anche in modelli animali di
asfissia perinatale [109,116] e in precedenti studi su neonati asfittici,
avvalorando l'ipotesi di uno “stunning” energetico mitocondriale in questi
pazienti [56,117,118].

5.3.4. Metabolismo del triptofano

Il triptofano € un amminoacido essenziale, precursore di numerosi metaboliti
biologicamente attivi, tra cui I'acido nicotinico (vitamina B3), importanti
cofattori redox NAD+ (P+) H, l'acido picolinico, la kinurenina neuroattiva e i
suoi metaboliti acido kinurenico e acido chinolinico, l'indolilamina 5-

idrossitriptamina (5-HT o serotonina) e I'ormone pineale melatonina [119].

Due metaboliti rilevanti alterati durante l'asfissia perinatale nei nostri
campioni urinari sono la L-kinurenina (che sale dalla fase TO alla fase PT) e
I'acido kinurenico (leggermente in diminuzione dalla fase TO alla fase PT).
Questi sono rispettivamente un prodotto intermedio e uno dei prodotti finali
del catabolismo del triptofano.

In passato erano gia state evidenziate delle perturbazioni nel metabolismo
del triptofano durante l'asfissia perinatale, sia in osservazioni animali [120]
che umane [56,119].

L'eccitotossicita neuronale dovuta al rilascio anomalo di neurotrasmettitori
come dopamina, glutammato, acido N-acetilaspartico, colina e altri € uno
dei determinanti della sofferenza e della morte cellulare durante l'asfissia
perinatale [121-123]; € stato dimostrato che i metaboliti del catabolismo del
triptofano, in particolare quelli relativi alla via della kinurenina, agiscono

come neuromodulatori dei recettori eccitatori glutammatergici e nicotinici,
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regolando la risposta immunitaria dopo l'evento asfittico e modificando
potenzialmente la formazione di specie reattive dell'ossigeno [119].

L'acido kinurenico, in particolare, agisce come antagonista endogeno dei
recettori N-metil-D-aspartato (NMDA) [124], modulando [I'eccitotossicita
indotta dall'eccessiva attivazione glutammatergica; la sua progressiva
diminuzione nel nostro gruppo di pazienti asfittici, insieme all'aumento della
L-kinurenina, potrebbe essere spiegata dal blocco della via catabolica del
triptofano, potenzialmente associata alllaumento dell'attivita eccitatoria
del'NMDA.

Il ruolo dell’ipossia nel deviare il metabolismo del triptofano su vie alternative
rispetto al catabolismo in kinurenina e acido kinurenico é stata
precedentemente gia dimostrata sia nel modello animale che nel’umano

[125,126].
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Figura 11. Alterazioni nel metabolismo del triptofano. Le frecce indicano un aumento o
diminuzione del metabolita in termini di FC; Ell (rosso) e asfissia perinatale (blu), mentre i
metaboliti in grassetto indicano i composti significativamente alterati con FC (95% CI)
incluso (da Denihan NM, Kirwan JA, Walsh BH, Dunn WB, Broadhurst DI, Boylan GB,
Murray DM. 2017).



62

5.3.5. Metabolismo della glicina e serina

Glicina e serina non sono amminoacidi essenziali, sono quindi prodotti a
livello endogeno oltre che introdotti con I'alimentazione. La serina viene
sintetizzata a partire dal 3-fosfoglicerato oppure dall’amminoacido glicina e
la glicina, a sua volta, viene prodotta dalla serina. Glicina e serina possono

mediare, insieme al glutammato, funzioni eccitatorie nel sistema nervoso

centrale.
serina
0O idms?imetii— — 0O
trasferasi
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Figura 12. Biosintesi serina-glicina.

L'analisi metabolomica targeted sui campioni plasmatici ha mostrato una
progressiva diminuzione sia della glicina che della serina nel tempo (tabella
VII); le analisi untargeted sulle urine hanno evidenziato un aumento costante
dell'acido N-acetilglutammico e, nella fase PT, dell'acido piroglutammico, un
derivato ciclico del primo.

Come spiegato in precedenza, il recettore eccitatorio N-metil-D-aspartato
(NMDA) provoca la depolarizzazione neuronale e svolge un ruolo chiave
nella patogenesi dell'encefalopatia ipossico-ischemica, in particolare sul
cervello in via di sviluppo [124].

Per essere completamente attivato, il recettore NMDA richiede il legame
simultaneo dell'acido glutammico e di un co-attivatore. Questo puo essere
visto come un meccanismo di sicurezza che impedisce l'iperattivazione
indesiderata di tali recettori. Sia la glicina che la serina possono agire come
co-agonisti [127] per la maggior parte dei sottotipi di recettori NMDA.

In condizioni fisiologiche, i recettori NMDA non sono mai completamente

saturi, prevenendo cosi attivazione eccessiva e quindi la tossicita neuronale;
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tuttavia, in particolari condizioni come ['asfissia perinatale, elevate
concentrazioni di glicina o serina possono portare all'attivazione patologica
di tali recettori, con conseguente danno eccitatorio neuronale [128].

La nostra osservazione di diminuzione costante sia della glicina che della
serina nel tempo e confermata dallo studio di Fuchs et al. [129]; anche questi
autori hanno osservato un declino di tali mediatori dopo la fase di

riperfusione, sia in vitro che in vivo.

5.3.6. Metabolismo della metionina

La metionina € un amminoacido essenziale, centrale in numerose vie
metaboliche nei mammiferi [130]: il suo derivato adenosiimetionina
rappresenta un substrato necessario per il metabolismo delle poliammine
(putrescina, spermidina e spermina), ed &€ anche coinvolto nei processi di
transmetilazione e transolforazione [131]. L'omocisteina, un derivato della
metionina, pud essere rimetilato a metionina trasformando il 5-
metiltetraidrofolato in tetraidrofolato, che a sua volta funge da accettore di
metilene trasformando la serina in glicina. Inoltre, la metionina funge da
componente fondamentale del metabolismo proteico [130,132] e I'equilibrio
tra la metionina libera e quella incorporata nelle proteine € influenzato dalle

suddette vie.
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Figura 13. Sintesi e vie metaboliche della S-Adenosil-L-Metionina. (1) Metionina
adenosiltransferasi; (2) Reazioni di transmetilazione; (3) S-adenosilomocisteina idrolasi; (4)
Cistationina b-sintasi; (5) g-cistationina; (6) g-glutamilcisteina sintetasi; (7) GSH sintetasi;
(8) Metionina sintasi; (9) Betaina-omocisteina; (10) S-adenosilmetionina decarbossilasi (da
Lu S.C 2000).

Le analisi metabolomiche targeted su campioni plasmatici hanno
evidenziato una costante diminuzione di metionina nel tempo.

La perturbazione del metabolismo della metionina pud quindi essere
interpretata alla luce della sua relazione con altre vie metaboliche
interessate nel nostro studio, come il metabolismo della glicina e della serina

e la biosintesi della spermidina e della spermina.

5.3.7. Riciclo dell’ammoniaca

L'ammoniaca (NH3) viene riciclata per il suo utilizzo nel metabolismo
dell'azoto. L’azoto & fondamentale per la formazione di composti organici
vitali, quali le proteine e acidi nucleici.

Numerosi meccanismi enzimatici biochimici svolgono un ruolo nel riciclo
delllammoniaca: l'asparaginasi ricicla I'ammoniaca dall'asparagina [133],

mentre la glutaminasi mitocondriale converte la glutammina in acido
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glutammico [134], recuperando una molecola di NH3. L'ammoniaca viene
recuperata anche a partire dalla serina [135], istidina (attraverso reazioni
citoplasmatiche) [136] e glicina (nella matrice mitocondriale) [137].

Il coinvolgimento di questa via metabolica & coerente con la perturbazione
di glicina, serina, istidina e asparagina nella nostra analisi targeted dei
campioni di plasma (tabella VII).

| neonati che soffrono di Ell in seguito ad asfissia perinatale dimostrano un
aumento di ammoniaca ematica fino al terzo giorno di vita con successivo
calo fino ai livelli di partenza [138]. L'ammoniaca, viste le sue dimensioni
molto piccole, € una molecola altamente diffusibile sia attraverso la
membrana citoplasmatica che mitocondriale [139], il suo eccesso
nel’ambiente intracellulare triggera una serie di meccanismi di tossicita
cellulare fino all’autofagia [140].

Per prevenire 'eccesso di ammoniaca intracellulare, I'acido oxoglutarico si
pud combinare con 'ammoniaca a formare I'acido glutammico e quindi
glutammina [141]; questo meccanismo se da una parte tampona I'eccesso
di ammoniaca intracellulare, dall’altra sottrae un substrato fondamentale al
ciclo degli acidi tricarbossilici il che rappresenta un ulteriore potenziale

contributo al deficit energetico cellulare di questi pazienti.

5.3.8. Biosintesi di spermidina e spermina

Le poliammine alifatiche (putrescina, spermidina e spermina) svolgono un
ruolo chiave nella regolazione della crescita e proliferazione cellulare, nella
stabilizzazione delle cariche negative del DNA, nella trascrizione dell'RNA,
nella traduzione e nell'apoptosi [142].

La spermidina agisce come un potente inibitore dello stress ossidativo nel
modello di invecchiamento murino [143]; & stato inoltre dimostrato che la
spermidina esogena stimola l'autofagia, con un effetto diretto nell'aumentare
la durata della vita in diversi modelli sperimentali, dal lievito ai topi [144].

La spermidina deriva dal suo precursore putrescina, in una reazione

dipendente dai livelli di S-adenosilmetionina [142].
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Figura 14. Ciclo della metionina e via delle poliammine. La biosintesi di spermidina e
spermina dipende dai livelli di S-adenosilmetionina (SAM). La metionina viene rigenerata
dall'omocisteina in una reazione di transmetilazione folato-dipendente che porta alla
successiva formazione di SAM, che viene convertita in SAM decarbossilata dalla
decarbossilasi SAM. La spermidina e sintetizzata dalla putrescina e la spermina dalla
spermidina, mediante trasferimento della parte aminopropilica della SAM decarbossilata
(da Pucciarelli et al. 2012).

Nei nostri campioni di plasma, la putrescina ha mostrato un aumento
significativo dalla fase TO alla fase IPO e da IPO a PT: questo puo significare
che la conversione metabolica della putrescina nei suoi metaboliti piu attivi
€ in qualche modo compromessa durante l'asfissia perinatale, contribuendo

allo squilibrio metabolico e alla morte cellulare.
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5.4. Limiti e prospettive future

Il nostro studio presenta alcuni limiti. Rispetto alla nostra coorte originale di
pazienti e stato possibile analizzare le urine di 12 pazienti e il plasma di 19
poiché solo di questi erano stati raccolti campioni in tutti i tempi necessari
(TO, IPO e PT).

Data la bassa numerosita, non & stato possibile suddividere i pazienti sulla
base dello sviluppo dell'encefalopatia ipossico-ischemica alla risonanza
magnetica cerebrale e quindi non é stato possibile discriminare potenziali
differenze nella variazione del metaboloma nel tempo in pazienti che
sviluppano un danno da quelli che non lo sviluppano.

Inoltre, € da tenere presente che spesso questi pazienti per necessita
cliniche vengono sottoposti a trasfusioni ematiche che introducono ulteriori
elementi di variabilita nell'analisi metabolomica, essendo ovviamente le
emazie trasfuse caratterizzate da un metaboloma estraneo a quello del

paziente.

Sono inoltre necessari futuri studi randomizzati controllati per valutare il
razionale di trattamenti potenzialmente di supporto, come Ia
somministrazione esogena di steroidi neuroattivi sintetici, basati sulle
variazioni metaboliche rilevate nel tempo del metaboloma di questi pazienti.
Inoltre, € necessaria una convalida di questi risultati tramite analisi di un set
di dati piu ampio per accertare che queste modificazioni metaboliche nel

tempo siano specifiche di asfissia perinatale, IT o entrambi.
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6. CONCLUSIONI

In conclusione, il nostro studio ci ha permesso di descrivere le modificazioni
dinamiche del metaboloma urinario e plasmatico dei neonati asfittici nel
tempo (in particolare prima, durante e dopo I'IT), nonché di determinare
quali sono le vie metaboliche che vengono significativamente alterate
durante l'asfissia perinatale. Da un punto di vista clinico, alcune di queste
sono legate a specifiche funzioni cellulari: meccanismi neuroprotettivi
(steroidogenesi, degradazione della lisina, metabolismo del triptofano),
produzione di energia mitocondriale (B-ossidazione), prevenzione
dell'eccitotossicita (metabolismo della glicina e della serina), longevita
cellulare (biosintesi di spermidina e spermina).

Da notare che la via metabolica della B-ossidazione €& costantemente
influenzata sia nelle urine che nel plasma del nostro gruppo di pazienti,
evidenziando ancora una volta I'importanza del fallimento dei meccanismi

energetici della cellula durante l'asfissia perinatale.
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