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RIASSUNTO

Obiettivo di questa tesi ¢ stato 'applicazione sia di isotopi stabili ad abbondanze naturali
sia di traccianti marcati con isotopi stabili (1”°C-leucina e D,0) per lo studio di diverse
vie metaboliche, quali la sintesi, di acidi grassi, nel bambino pretermine e la sintesi
proteica e lipidica nell’adulto.

Il primo studio ha visto l'utilizzo di una dieta arricchita con due acidi grassi che
presentavano un’abbondanza naturalmente diversa di "°C rispetto a quella degli altri acidi
grassi per determinare, per un lungo periodo di tempo, la sintesi assoluta e in
percentuale di questi due acidi grassi nei bambini pretermine.

Nel secondo studio abbiamo utilizzato leucina marcata con C e acqua marcata con
deuterio per determinare il metabolismo della fosfatidilcolina disatura (DSPC) e della

proteina specifica B del surfattante (SP-B).






ABSTRACT

The aim of this thesis concerning the setting of new methods to study methabolic
pathaways in vivo using both stable isotope tracer (1"°C-leucine and D20) both stable
isotope at natural abundance.

First chapter reports a new method to measure absolute and percentage of AA and
DHA synthesis. Preterm infants were fed with a formula enriched in AA and DHA with
a higher content of °C than did the endogeusly sinthesized long chain fatty acids (LCP).

The second chapter reports a new menthod to measure SP-B synthesis in vivo in
humans by means of stable isotopes. We administered a 24 h infusion of ’C-Leucine as

metabolic precursor of SP-B and *H,O as precursor of dipalmitoyl phosphatidylcholine
(DSPC).
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INTRODUZIONE

La spettrometria di massa a rapporto isotopico (IRMS) e la spettrometria di massa
molecolare (MS) sono tecniche, rispettivamente ad alta e bassa precisione, usate da
decenni per I'analisi isotopica. Gli isotopi stabili possono essere usati come traccianti
naturali o artificiali per seguire il metabolismo di molecole organiche in organismi
viventi e in ecosistemi.

Attualmente gli isotopi stabili sono usati in campi differenti e in una molteciplita di
applicazioni, in archeologia (1), in geochimica (2), in campo farmaceutico (3), nelle
scienze forensi (4, 5), nel controllo antidoping (6, 7), nella chimica ambientale (8) e
anche nel campo dell’arte (9). Molteplici sono le applicazioni nella ricerca in biologia e
medicina, dalla determinazione del turnover di substrati quali aminoacidi, glucosio (10-
12) e acidi grassi (13-17) alla misura della spesa energetica (18-20), alla composizione
corporea (21) o alla piu recente proteomica (22, 23).

Nella diagnostica, gli isotopi stabili sono soprattutto utilizzati, tramite il breath test, per
la misura delle funzioni epatiche, gastriche, intestinali, pancreatiche e per la diagnosi di

infezioni da Helicobacter pyloti (24-20).

Gli isotopi stabili

Si definiscono isotopi di uno stesso elemento quelli che hanno uguale numero di protoni
(e quindi di elettroni) ma diverso numero di neutroni, hanno quindi lo stesso numero
atomico e occupano la stessa posizione nella tavola periodica degli elementi, ma un
diverso numero di massa. Gli isotopi di uno stesso elemento hanno quindi proprieta
chimiche simili, in ragione dello stesso numero di protoni, ma proprieta fisiche diverse,
in ragione della massa differente.

La distribuzione isotopica stabile degli elementi dipende dall’origine e dall’evoluzione dei
composti di cui fanno parte. Quindi due composti aventi la stessa formula possono
avere differente composizione isotopica se la loro origine e¢/o la loro storia sono diverse,
frutto di tutti i processi di frazionamento che esistono in natura e che le molecole
subiscono. Questo ¢ il principio che viene sfruttato per le misure delle abbondanze
naturali in studi che spaziano dall’agronomia alla medicina.

Draltro canto le molecole possono essere volutamente marcate con isotopi stabili, in una
o piu posizioni, e poiché vengono minimamente discriminate nei processi metabolici,

possono essere utilizzate come traccianti negli studi chimici e biologici.
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Traccianti marcati con isotopi stabili

Le molecole possono essere volutamente marcate con isotopi stabili, in una o piu
posizioni, e poiché vengono minimamente discriminate nei processi metabolici, possono
essere utilizzate come traccianti negli studi chimici e biologici.

L’introduzione di questi traccianti, siano esse molecole organiche o acqua deuterata,
nell’organismo puo essere eseguita per differenti vie, endovenosa piuttosto che orale, e
le moderne tecniche analitiche consentono di misurare i composti indifferenziati o dopo
conversione nei loro metaboliti.

La possibilita di discriminare i composti intermedi o metaboliti, in processi metabolici
difficilmente seguibili dal vivo, ha reso I'uso degli isotopi stabili in medicina una
interessante via di indagine.

Tra tutti gli isotopi stabili 1 piu usati, per gli studi nell'uomo, sono quelli dell'idrogeno,
del carbonio, dell’ossigeno e dell’azoto.

Nell’elenco seguente sono indicate le distribuzioni percentuali medie di questi elementi:

Isotopi Abbondanza  [Valori dei rapporti Standard di riferimento
Elemento
stabili  |naturale media (%) standard internazionale
1H 99.985 2H/1H = SMOW
Idrogeno
2H 0.015 0.000316 (Standard Mean Ocean Water)
12C 98.892 13C/12C = PDB (Pee Dee Belemnite)
Carbonio
13C 1.108 0.0112372 Carbonato di calcio fossile
14N 99.6337 15N/14N =
Azoto AIR (Azoto dell’aria)
15N 0.3663 0.007353
160 99.7587 180/160 = SMOW
Ossigeno
180 0.2039 0.0039948 (Standard Mean Ocean Water)
328 95.02 34S/32S = CDT
Zolfo
348 4.22 0.0450045 (Canyon Diablo Troilite)

Ci sono molti vantaggi nell’uso degli isotopi stabili in medicina. Primo tra tutti ¢ che
questi possono essere utilizzati sia in bambini che in donne in gravidanza in quanto non
c’¢ esposizione a radiazioni, come avviene invece per gli isotopi radioattivi. Inoltre molti
isotopi hanno elementi radioattivi che decadono velocemente nel tempo (es: il
radioattivo dell’azoto decade in 10 minuti, quello dell’ossigeno in 124 sec) non
consentendone l'utilizzo in studi metabolici di lunga durata. D’altro canto T'utilizzo di
"C o °H porta ad un maggior effetto di discriminazione isotopica da parte delle vie

metaboliche ed enzimatiche vista la differenza di massa dagli isotopi naturali 2C e 'H.
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Inoltre piu isotopi stabili possono essere utilizzati contemporaneamente e in dosi
ripetute consentendo di studiare differenti aspetti biologici utilizzando lo stesso

campione.

Tossicita degli isotopi

Dosi molto alte di deuterio hanno mostrato avere effetti tossici negli animali ma le dost
utilizzate erano molto piu alte di quelle usate negli studi clinici. Infatti una quantita di
D,O pari al 10-20% dei fluidi corporei provoca alterazione delle funzioni cellulari,
riduzione della sintesi proteica e della velocita delle reazioni enzimatiche e, se innalzata
al 30-40%, risulta letale (27, 28). Nell'uomo le dosi usate sono molto basse e si ¢ stabilito
che la soglia massima alla quale si presentano effetti avversi ¢ di circa 200-400 mg/Kg di
peso corporeo. Negli studi clinici la quantita di deuterio usato come tracciante ¢
notevolmente pit bassa, compresa tra 1-80 mg/Kg di peso corporeo (27).

A differenza del deuterio, la differenza di massa tra °C e °C ¢& piccola quindi anche la
possibilita di effetti clinici causati dalla somministrazione di “C & remota. Inoltre °C
contribuisce percentualmente all’l,1% del carbonio totale, quindi in quantita gia molto
elevata. Negli studi clinici, la quantita di solito impiegata come tracciante ¢ dell’ordine di

1 mg/Kg di °C (raramente supera i 25 mg/Kg).

Applicazione degli isotopi stabili nella ricerca e diagnosi nell’'uomo

Sia in ambito pediatrico che nell’adulto sono state descritte varie applicazioni con gli
isotopi stabili e, tra i piu utilizzati, ci sono il glucosio marcato C, acidi grassi e
aminoacidi marcati con "N, acqua deuterata e doppiamente marcata (*H,O, *H,"O).
I’acqua corporea totale cosi come la spesa energetica totale possono essere determinati
misurando la diluizione del tracciante nei liquidi corporei. Gli isotopi stabili possono
essere molto utili nello studio di una via metabolica sconosciuta o per identificare
malattie metaboliche. Prodotti come CO,, NH; e H,O possono essere facilmente
esaminati, mentre metaboliti piu complessi possono essere studiati nei fluidi biologici
dopo che sono stati sottoposti a differenti stadi di purificazione analitica.

Il breath test °CO, & un test facile da eseguire ed indolore per il paziente. E stato molto
utilizzato soprattutto per lo studio di problemi gastrointestinali. Numerosi processi
digestivi possono essere valutati dalla comparsa nel respiro di "CO,, indicando la
quantita di substrato ossidato, per es 'uso di acetato °C per lo studio dello svuotamento

gastrico neil neonati.
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In tabella 1 sono riportati alcuni esempi di applicazioni degli isotopi stabili in pediatria e

nell’adulto.

Tabella 1: Applicazioni degli isotopi stabili in pediattia.

Argomento dello studio Tracciante Riferimento bibliografico
Infezioni
Helicobacter pylori 13C-urea (29)
Funzionalita gastrointestinale
Svuotamento gastrico 13C-acetato, 13C-ottanoato (30, 31)
Maldigestione
Deficienza di lattasi 13C-lattosio (32)
13C-triottanoina, 13C-trioleina, 13C-acido
Deficienza di lipasi (33)
palmitico
Malassorbimento
Carboidrati 13C-glucosio (34)
Grassi Differenti 13C-trigliceridi (33)
Aminoacidi 1BC-15N- leucina, 13C-leucina (35-37)
Composizione corporea
Acqua corporea totale D,180 (38)
Processi sintetici
Gluconeogenesi 2,3-13Cz-alanina, 6,6 2H-glucosio (39, 40)
Albumina 15N glicina, 13C leucina (41, 42)
Colesterolo D,O (43)
Conversione di acidi grassi 13C-acido linoleico, vati acidi grassi (17, 44)
marcati 13C (arachidonico, docosaesaenoico)
Metabolismo e disordini
metabolici
Spesa energetica D180 (45-48)
Intolleranza al fruttosio 13C-fruttosio (49)
Fenilchetonuria 2H-fenilalalanina (50)

Da piu di 10 anni il nostro gruppo si occupa di studi sulla nutrizione del neonato e sulle

patologie polmonari condotti usando gli isotopi stabili (51-58).

Abbondanza isotopica naturale di ®C

I’analisi degli isotopi stabili riguarda la variazione del contenuto isotopico derivante da
un processo di frazionamento, un processo in cui un isotopo di un elemento ¢
discriminato, fisicamente o chimicamente, rispetto ad un altro. La marcatura isotopica
naturale puo dare informazioni sulle reazioni metaboliche, sulle reazioni dovute

al’ambiente e sulla fonte e/o sul destino di nutrienti. Il ciclo della fotosintesi, con la
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produzione di glucosio, determina una modifica isotopica per quanto riguarda il
contenuto in deuterio dell’'acqua, ma diventa estremamente selettivo per quanto riguarda
Panidride carbonica e quindi il rapporto °C/"*C. La naturale variazione dell’abbondanza
del PC riflette il suo passaggio attraverso sistemi biologici nei quali la trasformazione
viene accompagnata da un frazionamento isotopico che porta ad un leggero
arricchimento o deplezione di “C. II frazionamento isotopico del carbonio porta ad un
abbassamento del valore di °C di circa il 20 "/, per le piante terrestri e di circa 10 °/,
per le piante acquatiche (59).

Le piante incorporano CO, secondo 3 meccanismi fotosintetici: le pit comuni sono le
piante C3 cosi chiamate per il nome della reazione enzimatica che, usando Ienzima
ribulosio bis-fosfato carbossilasi ossigenasi, porta alla produzione dell’acido 3-
fosfoglicerico, un composto contenente 3 atomi di carbonio; questo ciclo reversibile,
chiamato Calvin-Benson, porta a piante con un basso contenuto in “C (8"°C da -24 °/,
a-34"/,). Le piante C3 costituiscono circa il 90% di tutte le piante ed includono la vite,
il riso e la soia. Il meccanismo, chiamato ciclo Hatch-Slack per piante C4, usa 'enzima
fosfoenolpiruvato carbossilasi per facilitare la fissazione della CO, e portare alla
formazione di ossalacetato, un composto formato da 4 atomi di carbonio. Questo
processo non ¢ reversibile e porta ad una minore discriminazione verso la “CO,
risultando in piante C4 piu arricchite in °C (8"°C da -6 "/, 2 -19 °/). Esempi di piante
C4 includono piante grasse delle regioni calde mais e canna da zucchero. La terza
categoria di piante, chiamate del ciclo Crassulean Acid Metabolism (CAM), usa sia il
percorso C3 sia quello C4 dipendentemente dall’ambiente in cui si trovano, di questa

categoria fanno parte 1 cactus e le piante dell’ananas. (59).

Applicazione dell’abbondanza naturale di ®C nella ricerca

I campi di applicazione del rapporto isotopico °C/'*C a livelli di abbondanza naturale
sono vari:

1. Medicina: infezioni batteriche (60) e studi di metabolismo in vivo (12, 17)

2. Alimentare: autenticita degli alimenti (61)

3. Doping: dosaggio steroidi nelle urine (7)

4. Ambientale: paleoclima (62)
Per quanto riguarda gli studi di metabolismo in vivo il gruppo di Demmelmair (17) ha
pubblicato uno studio sulla stima della sintesi di acido arachidonico (AA) in 4 bambini

pretermine usando la tecnica dell’abbondanza isotopica naturale, ai bambini oggetti dello
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studio ¢ stata somministrata una dieta, per quattro giorni, con la parte lipidica derivante
esclusivamente da piante di tipo C4 (mais). Con questo studio I'autore ha stimato che
circa il 34% dell’acido linoleico venga convertito nel suo metabolita endogeno, PAA.

Il lavoro presentato nel capitolo due di questa tesi prevede un’estensione di questo
metodo: andremo a misurare la sintesi sia di AA che di acido docosaesaenoico (DHA) in
11 bambini pretermine nutriti, esclusivamente per 7 mesi, con una dieta arricchita di AA

e DHA derivante da piante C4.

Spettrometria di massa a rapporto isotopico

Misurare variazioni isotopiche a livello di abbondanze naturali richiede uno
spettrometro di massa avente sensibilita minore ma capacita di risoluzione e precisione
molto piu elevata rispetto agli spettrometri di massa convenzionali, lo strumento
utilizzato per fare queste misurazione ¢ lo spettrometro di massa a rapporto isotopico
(IRMS). Lo spettrometro IRMS comprende tre parti fondamentali:

- Una sorgente di ioni

- Un analizzatore di massa

- Un contatore di ioni

Magnete

™~

Tuho divaolo

Faraday cup per la

rivelazione di
11
& 2 HH
n\"‘ﬁ% 3 2H1H
Sorgente Faraday cup per la

rivelazione di ioni
con miz=4, come

44 19501
45 13015010
46 190190150

C2005 Gabnel Bowen

Figura 1: Schema di un IRMS

La sorgente ha lo scopo di ionizzare le molecole del campione (generalmente introdotto

in forma gassosa) per interazione con un fascio di elettroni che causa la formazione di
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ioni positivi dai composti del campione. Gli ioni positivi sono poi accelerati e condotti
all'interno dell’analizzatore di massa, ovvero un campo elettromagnetico dove gli ioni
sono separati a seconda del loro rapporto massa/carica (m/z). Infine gli ioni sono
raccolti e contati da un rivelatore.

Per effettuare la misura con IRMS ¢ necessario convertire la molecola di interesse nel
campione in forma gassosa. Ci sono due sistemi per l'introduzione del campione per
I'analisi IRMS, il Dual Inlet (DI-IRMS) e il Continuos Flow (CF-IRMS). Nel primo
sistema il campione viene preparato per I'analisi off-line, cio¢ convertito in gas prima di
essere iniettato nello spettrometro.

La tecnica CF prevede invece l'introduzione del campione in un flusso di elio che lo
trasporta fino alla sorgente dello spettrometro. Questo sistema offre la possibilita di
essere interfacciato con tecniche preparative e/o separative, quali I’elemental analyser
(EA), la gascromatografia (GC) o, piu recentemente, cromatografia liquida (LLC). Per
misurare la composizione isotopica di molecole organiche si utilizza il GC che permette
di avere la separazione dei composti previa derivatizzazione opportuna del campione

necessario a renderlo volatile (Figura 2).

Autosampler D FID Sample line

7 2D He He O, _
Fiear spul H, Reduction Furnace
&
-+
Combustion Furnace L

I - - | CO, trap

Furnace Mass
Gas Chromatograph Regen. Spec
1 > Open
N, ey Stand-by
Reference Referenge gas injector Split Valve
gas supply

He carrier

Figura 2. Schema di un GC-C-IRMS

Uno splitter all’'uscita della colonna cromatografia consente al campione di arrivare al
tubo di combustione o di pirolisi, per I’analisi di azoto e carbonio, idrogeno e ossigeno.

Per la misura del carbonio 1 composti passano in un tubo di ossidazione costituito da
ceramica e allumina contenente un filamento di rame, uno di platino e uno di nichel

(63). L’ossidazione nella fornace avviene per reazione del rame con l'ossigeno puro a
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600-650°C per formare CuO (ossido di rame). I platino agisce poi da catalizzatore nella
reazione tra nichel e ossigeno per formare NiO (ossido di nichel) a 960°C. 11 forno di
riduzione rimuove I'eccesso di ossigeno e riduce eventuali forme di ossido nitrico ad
azoto. Dopo la combustione del composto a CO, e H,0O questa ultima viene rimossa
usando una trappola di nafion. La parte finale dellinterfaccia ¢ 'open split che porta il
flusso di elio al’IRMS. Dalla misura contemporanea delle masse m/z 44 ¢ m/z 45,
corrispondenti rispettivamente a >CO, e CO,, si calcolano i rapporti isotopici.

Per misurare I'idrogeno i campioni vengono iniettati in un reattore di pirolisi che ad alta
temperatura (1400°C) converte quantitativamente la molecola in H, o CO che vengono
successivamente misurati dallo spettrometro. Dalla misura del rapporto tra massa m/z 3
relativa a °H, e m/z 2 corrispondente a 'H, & possibile calcolare il rapporto isotopico.

I rapporti isotopici sono usualmente espressi in termini di valori di & (delta) che

esprimono le deviazioni, in parti per mille, da un materiale di riferimento:

Rcampione — Rstandard

X (%o) = ( j x 1000

Rstandard

dove R=rapporto massa isotopo pesante/massa isotopo leggero (es: °C/"*C, ’H/'H)
3X>0 indica un arricchimento dell’isotopo pesante nel campione rispetto allo standard,;
80X <0 indica un impoverimento dell'isotopo pesante o un arricchimento dell’isotopo
leggero rispetto allo standard.

Per standardizzare le misure e renderle comparabili, 1 valori di 8 vengono convertiti in
atom percent excess (APE) tramite l'utilizzo di curve di calibrazione costruite con
quantita crescenti di campione arricchito. In termini di “C arricchimento un
cambiamento dell’1(’/,) ¢ approssimativamente equivalente ad un cambiamento di
0.001 APE.

Lo strumento usato in questa tesi, un Delta XL Plus (ThermoFinnigan, Milano, Italia), ¢
stato interfacciato al sistema di combustione (GC Combustion I1I) e a quello di pirolisi
ad alta temperatura High Temperature Convertion, (T'C) per I'analisi rispettivamente del
carbonio e dell'idrogeno nelle molecole organiche. Per I'analisi del deuterio nelle urine
I'IRMS ¢ stato interfacciato con I'High Temperature Conversion Elemental Analyzer
(TC/EA). Il TC-EA (ThermoFinnigan, Milano, Italia) ¢ un analizzatore elementare che
ci permette di analizzare la composizione isotopica dell'ossigeno (*O/O) e

dellidrogeno (D/H) in campioni biologici.
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Spettrometri di massa molecolari

Gli spettrometri di massa molecolari sono usati per varie applicazioni che comprendono
'analisi di molecole, o matrici, biologiche complesse (64). La maggioranza degli studi
per l'analisi dell’arricchimento del BC viene fatta con MS accoppiati ad un GC, aventi
una sorgente, in grado di ionizzare l'analita, operante in impatto elettronico o in
ionizzazione chimica, un quadrupolo come analizzatore di masse in grado di separare
gli ioni in base al loro rapporto massa/carica (m/z) e un rivelatore, di solito un dinodo,
in grado di amplificare la debolissima corrente prodotta dagli ioni che hanno superato

P’analizzatore.

Vantaggi delP’IRMS rispetto agli spettrometri di massa molecolari

Per la misurazione di rapporti isotopici gli spettrometri di massa a singolo quadrupolo
devono operare in modalita SIM (selected ion monitoring) in modo da aumentare la
sensibilita. Anche in modalita SIM la limitata accuratezza e precisione impone di avere
un arricchimento minimo dei campioni di 0.5 APE (1, 65). In altre parole gli
spettrometri di massa a singolo quadrupolo non permettono di ottenere informazioni
accurate e precise a livelli di abbondanze naturali o in casi nei quali ci sia una bassa
incorporazione del tracciante che risulti in un arricchimento <0.5 APE.

La misurazione contemporanea di due o tre forme isotopomeriche ci permette, con il
GC-C-IRMS, di misurare composizioni isotopiche a bassi arricchimenti e a livelli di
abbondanze naturali con un’alta accuratezza e precisione. Questo significa che piccole
quantita dell’isotopo piu pesante possono essere rilevate in presenza di elevate quantita
dell’isotopo piu leggero.

La sensibilita del GC-C-IRMS ¢ tale da poter rilevare un rapporto tracciante su tracciato

(mol/mol) al di sotto di 10°.
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Obiettivo di questa tesi ¢ stato 'applicazione sia di isotopi stabili ad abbondanze naturali
sia di traccianti marcati con isotopi stabili (1°C-leucina e D,0) per lo studio di diverse
vie metaboliche, quali la sintesi, di acidi grassi, nel bambino pretermine e la sintesi
proteica e lipidica nell’adulto.

Il primo studio ha visto l'utilizzo di una dieta arricchita con due acidi grassi che
presentavano un’abbondanza naturalmente diversa di °C rispetto a quella degli altri acidi
grassi per determinare, per un lungo periodo di tempo, la sintesi assoluta e in
percentuale di questi due acidi grassi nei bambini pretermine.

Nel secondo studio abbiamo utilizzato leucina marcata con C e acqua marcata con
deuterio per determinare il metabolismo della fosfatidilcolina disatura (DSPC) e della

proteina specifica B del surfattante (SP-B).
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CAPITOLO 2

STIMA, CON UN METODO NON INVASIVO, DELLA BIOSINTESI
ENDOGENA DI DUE ACIDI GRASSI A LUNGA CATENA, ACIDO
ARACHIDONICO E DOCOSAESAENOICO, IN NEONATI PRETERMINE.

Gli acidi grassi poliinsaturi (PUFA) sono acidi grassi con almeno 18 atomi di carbonio e
una o piu insaturazioni. A seconda della distanza, del primo doppio legame, dal metile
terminale del primo acido grasso 1 PUFA possono essere classificati in due serie: la serie
n-3 e la serie n-6.

Nelle diete europee l'acido linoleico (LA) (n-6) ¢ il principale PUFA seguito poi
dall’acido a-linoleico (ALA) n-3. Questi due acidi grassi non possono essere sintetizzati
dai mammiferi e sono quindi chiamati acidi grassi essenziali. Gli acidi grassi LA e ALA,
una volta entrati nel compartimento cellulare, possono essere trasformati, a livello
microsomiale, in acidi grassi poliinsaturi a lunga catena (LCP), gli LCP per definizione
hanno piu di 20 atomi di carbonio e tre o piu insaturazioni. Il pit importante LCP della
serie n-6 ¢ I'acido arachidonico (AA), mentre I'acido eicosapentanoico (EPA) e I'acido
docosaesaenoico (DHA) sono i principali LCP della serie n-3.

Gli acidi grassi LCP, assunti con la dieta, sono presenti in alte concentrazioni nella carne
e negli oli vegetali (AA) e nel pesce (EPA e DHA) e sono mattoni importanti nella
costituzione delle strutture lipidiche (1). La loro localizzazione li vede incorporati nelle
strutture fosfolipidiche delle membrane cellulari dove assicurano, in particolare EPA e
DHA, il giusto grado di fluidita, permeabilita e modulazione.

Sintesi di AA e DHA

La conversione di LA a AA e di ALA a EPA e DHA avviene principalmente nella milza
a livello del reticolo endoplasmatico e coinvolge una serie di enzimi di allungamento,
che sequenzialmente aggiungono una unita di 2 atomi di carbonio allo scheletro
dell’acido grasso, ed enzimi di desaturazione che inseriscono un doppio legame nella
molecola.

LA (18:2n-6) viene convertito in acido y-linoleico (18:3n-6) per poi formare PAA (20:4n-
0). L’AA viene pot ulteriormente metabolizzato ad acido docosapentaenoico (22:5n-6) o
ad eicosanoidi.

ALA (18:3n-3) viene convertito ad acido stearidonico (18:4n3) e ad acido

eicosatetraenoico (20:4n-3) fino ad arrivare allEPA (20:5n-3). I’EPA viene poi
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metabolizzato a DHA (22:6n-3) oppure ad eicosanoidi. La conversione di ALA e DHA
richiede una traslocazione ai perossisomi dove avviene una reazione di 3-ossidazione.

Gli enzimi coinvolti nella sintesi del DHA sono responsabili anche della conversione di

LA a AA.

n-6 fatty acids n-3 fatty acids
Linoleic acid a-linolenic acid
18:2 n-6 18:3n-3
4+—— delta-6-desaturase ——»
y-linoleic acid Stearidonic acid
18:3 n-6 18:4 n-3
44— Elongase ——»
(ELOVL5)
Dihomo—y-linoleic acid Eicosatetraenoic acid
20:3 n-6 20:4 n-3

l +—— delta-5-desaturase ———» l

Arachidonic acid Eicosapentaenoic acid
20:4 n-6 - 20:5n-3
ongase
l (ELOVL2) l
Docosatetraenoic acid Docosapentaenoic acid
22:4 n-6 22:5 n-3
Elongase
l (ELOVL2) l
Tetracosatetraenoic acid Tetracosapentaenoic acid
24:4 n-6 24:5n-3

l +—— delta-6-desaturase ——» l

Tetracosapentaenoic acid Tetracosahexaenoic acid
24:5 n-6 24:6 n-3

l 4+——— [l-oxidation ————p l

Docosapentaenoic acid Docosahexaenoic acid
22:5 n-6 22:6 n-3

Figura 1 Metabolismo degli acidi grassi delle serie n-3 e n-6

Sono stati fatti numerosi studi per vedere la conversione di ALA a EPA e DHA usando
gli isotopi stabili come traccianti (ALA uniformemente marcato °C o *H) (2, 3).

Questi studi hanno dimostrato che il 15-35% del’ALA introdotto con la dieta viene
rapidamente catabolizzato ad anidride carbonica per produrre energia (4-7) e che, solo

I’'1%, viene convertito in DHA (8, 9).
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ALA mostra il piu alto grado di ossidazione rispetto a tutti gli altri acidi grassi (10). Negli
uomini la conversione di ALA ad EPA varia tra lo 0.3% e I’8%, mentre la conversione
di ALLA a DHA ¢ inferiore al 4% (11, 12).

Nelle donne la conversione ¢ piu efficiente, circa il 21% del’ALA ¢ convertito ad EPA e
piu del 9% ¢ convertito a DHA (5).

Studi fatti con isotopi stabili (*C-LA e "C-ALA) hanno dimostrato che anche i bambini
prematuri, ad un mese di vita, sono in grado di sintetizzare AA e DHA a partire dai loro
precursori e che il 6%*2 e il 14%%4 della dose di BC-LA e PC-ALA veniva convertita,
rispettivamente, in AA e DHA.

Importanza di AA e DHA

ARA e DHA sono importanti componenti strutturali delle membrane fosfolipidiche
altamente specializzate presenti nel sistema nervoso centrale (13, 14).

DHA ¢ il principale acido grasso della serie n-3 presente nelle membrane di tutti gli
organi, ¢ pero particolarmente abbondante nel cervello e nella retina. A livello della
retina DHA ¢ il principale LCP presente nei segmenti terminali dei coni e dei bastoncelli
dove constituisce circa il 50% degli acidi grassi della fosfatidiletanolammina (PE) e della
fosfatidilserina (PS) e circa I'80% di tutti gli LCP (13). Queste membrane sono
specializzate per la trasmissione rapida degli impulsi luminosi e contengono il 90-95% di
lipidi esterificati come fosfolipidi (PL). Questi PL sono particolari in quanto contengono
PE, PS e fosfatidilcolina (PC) nei quali il DHA rappresenta entrambi gli acidi grassi. A
livello della retina il DHA regola le funzioni della rodopsina, il fotopigmento proteico
deputato alla visione anche in condizioni di bassa luminosita.

I PL della materia grigia cerebrale contengono alte quantita di DHA sotto forma di PE e
PS e di AA come PI. DHA ¢ presente a livello cerebrale negli aminofosfolipidi delle
membrane cellulari dei neuroni, nelle membrane plasmatiche dei sinaptosomi e delle
vescicole sinaptiche, dove svolge un ruolo preferenziale nella mediazione delle attivita
biochimiche che consentono la neurotrasmissione. Le cellule gliali provvedono alla
sintesi di DHA che viene rilasciato nello spazio extra-cellulare e quindi accumulato nelle
cellule neuronali.

AA ¢ presente nei PL di membrana, in particolare nel PI, di tutto il corpo; ¢ essenziale
per la crescita (15) ed ¢ importante in quanto, liberato dai fosfolipidi di membrana, ¢ il
precursore degli eicosanoidi della serie 2 (prostaglandine e trombossani) e dei leucotrieni
della serie 4, ha quindi un complessivo effetto pro-infiammatorio (Tabella 1). Sebbene i

derivati del’AA abbiano una azione pro-infiammatoria, studi recenti hanno dimostrato
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che le lipoxine, derivate dall’AA, sono invece eicosanoidi endogeni antinfiammatori. Le
lipoxine (LXA4 e LXB4) sono prodotte in vari tessuti e generate dall’interazione cellula-
cellula). Esse agiscono da un lato inibendo la chemiotassi, 'aderenza e la migrazione dei
neutrofili ed il danno leucocito-mediato, e dall’altro favorendo la soppressione dei
neutrofili e dell’lL.-8 (16). Nei pazienti con fibrosi cistica ¢ stato evidenziato come nel
lavaggio bronco alveolare (BAL) vi sia una diminuzione di lipoxine e studi clinici hanno
dimostrato che la somministrazione di analoghi delle lipoxine sopprimono
I'infiammazione neutrofila, riducono la carica batterica ed attenuano la severita della
malattia (17). Sempre a livello polmonare le LXA4 hanno i recettori cysL'T1 in comune
con i leucotrieni responsabili dell’asma, del’edema, della ipersecrezione mucosa e della
inflammazione eosinofila. Il legame delle LXA4 con il recettore blocca I'azione del
leucotriene per cui inibisce la broncostruzione (18)

EPA ha effetti anti-inflammatori (Tabella 1) in quanto porta alla produzione di
eicosanoidi della serie 3 (prostaglandine e trombossani) e ai leucotrieni della serie 5 (19,
20). Sono state evidenziate recentemente due molecole derivate dal DHA che sono 1
docosatrieni e le 178 risolvine. Sono presenti nel cervello del topo, nelle cellule gliali
umane e nelle cellule ematiche. Hanno wun’azione antinflammatoria ed
immunoregolatrice, per regolazione della migrazione dei neutrofili ed espressione delle
citochine, nonché neuroprotettiva; per tale motivo sono definite anche neuroprotectine
21).

Gli acidi grassi delle serie n-3 e n-6 agiscono anche sulle vie metaboliche, quest’azione
coinvolge 3 meccanismi generali: gli acidi grassi dei PL delle membrane ne influenzano
la fluidita e questa puo, a sua volta, avere effetto sulle proteine associate alla membrana,
sul recettori, sui sistemi di trasporto e sui canali ionici; i PL. di membrana e 1 loro acidi
grassi n-3 e n-6 fungono, come visto sopra, da precursori degli eicosanoidi e, alla fine,
hanno un effetto rapido e diretto sull’espressione genica attraverso meccanismi
dipendenti dal recettore attivo della proliferazione dei perossisomi (PPAR) (22-24).
Attivatori di PPAR, quali LCP e ecicosanoidi, controllano diversi geni correlati al

metabolismo lipidico come TABCA1 e PABCG1 (25).
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Tabella 1. Eicosanoidi derivati da acidi grassi della serie n-6 (AA) e della serie n-3 (EPA e DHA):

n-3 and n-6 fatty acid derived messengers

Arachidonic acid (n-6) | « > |EPAand DHA (n-3)
derived messengers Physiological effects | Physiclogical effects  derived messengers
Prostaglandins PGD, PGD;
PGE: Anti-arrhythmic PGEs
PGF; PGF,
PG5 Anti-arrhythmic PGl
Thromboxanes TXA, Platelat inhibitor THA;
TXB; Vasodilateration TXB-
Leukotrienes LTA, LTAg
LTBs: Anti-inflammatory LTB;
LTC,4 LTCs
LTD, LTDs
LTEs LTEs
Epoxyeicosatri 5,6-EET
-enoic derivatives 8 9-EET
1a2eer [ iniemmatoni |
14, 15-EET
Hydroxyleicosatetra 5-HETE
-enoic derivatives 12-HETE
15-HETE
Lipoxins XA,
Resolvins Anti-inflammatory RVE1
Anti-inflammatory RWD
Neuroprotectin Anti-inflammatory NPD1

Poiché il tessuto nervoso e la retina presentano elevate concentrazioni di LCP gli studi si
sono rivolti sulla misurazione dell’acuita visiva e sulla valutazione dello sviluppo
neurologico (26, 27). Per quanto riguarda la funzione visiva dalle revisioni ¢ emerso che
'acuita visiva ¢ significativamente piu alta a due mesi e presumibilmente anche a quattro
mesi nei neonati a termine allattati al seno o con formula integrata rispetto a quelli
allattati con formula non integrata. In base ad uno studio recente i prematuri allattati
con formula arricchita con DHA (in quantita equivalente a quella accumulata durante lo
sviluppo intrauterino) presentano un migliore sviluppo visivo i cui effetti sembrano pero
iniziare a 4 mesi (28). Hoffmann DR (29) ha invece dimostrato un miglioramento della
funzione visiva a 12 mesi in neonati a termine alimentati con latte addizionato con LCP.
Uno studio di Unay B et al (30) ha dimostrato che neonati a termine allattati per 16
settimane con formule arricchite con DHA hanno mostrato una piu rapida maturazione
della corteccia uditiva rispetto a neonati alimentati con una formula standard.

Trias clinici recenti, condotti sia su neonati che su adulti, hanno inoltre dimostrato che
una supplementazione con DHA porta ad una riduzione del rilascio di IL-18 e di IL-6

(31) da parte delle cellule mononucleari periferiche e che la dieta, durante i primi 6 mesi
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di vita, influenza sia la presenza di cellule specifiche nel sangue periferico sia la loro
abilita nel produrre citochine in seguito ad un insulto esterno (32).

AA e DHA nel neonato pretermine

La differenza, nell'introduzione con la dieta di AA e DHA, in bambini pretermine nutriti
con latte materno o con formule per linfanzia (33) e il loro ruolo importante nelle
funzioni visive e nervose, ha focalizzato 'attenzione sul bisogno di chiarire la capacita
dei bambini di sintetizzare AA e DHA a partire dai loro precursori (LA e ALA).
I’accumulo di AA e DHA si verifica in massimo grado durante I'ultimo trimestre di vita
intrauterina ed ¢ quindi il prematuro ad essere piu esposto alla carenza di questi
componenti nutrizionali (34). Se da una parte i neonati pretermine sono potenzialmente
in grado di convertire ALA e LA nei rispettivi LCP, come ¢ stato dimostrato in studi
condotti con isotopi stabili (35), dall’altra I'efficacia di questa sintesi endogena ¢ molto
bassa. Per tali motivi, sia il feto che il neonato, nei primi mesi di vita extrauterina sono
totalmente dipendenti dal trasferimento materno di DHA mediato prima dalla placenta
e poi dall’allattamento al seno.

Con questo lavoro noi presentiamo un nuovo approccio per misurare la sintesi di AA e
di DHA in bambini pretermine usando la tecnica dell’abbondanza isotopica naturale (30,
37). Il metodo si basa sulla misura della variazione naturale del contenuto di "°C di alcuni
nutrienti.

Le piante incorporano CO, secondo tre meccanismi fotosintetici:

il ciclo di Calvin o C3 (es. vite e barbabietola)

il ciclo di Hatch-Slack o C4 (es. canna e mais)

il ciclo noto come Crassulean Acid Methabolism o CAM, meno comune

Il meccanismo C3 provoca un frazionamento del carbonio molto piu elevato rispetto
agli altri due meccanismi. Gli isotopi piu pesanti, in questo caso il BC, sono
cineticamente meno favoriti e quindi piu lenti a reagire. Piante C3 hanno quindi un
minor rapporto C:"*C rispetto alle piante C4.

Un’attenta selezione della fonte dei nutrienti crea un’opportunita unica per realizzare
studi metabolici. In Europa la maggior parte del cibo consumato deriva da piante C3,
questo fa si che Iarricchimento in BC nelle persone sia simile a quello della loro dieta;
quindi aggiungendo alla dieta prodotti derivanti da piante C4 questi possono fungere da
traccianti naturali, i cambiamenti dell’arricchimento isotopico possono poi essere

misurati nel plasma con tecniche di spettrometria di massa a rapporto isotopico ad alta
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precisione. Con questo approccio ¢ stato gia possibile valutare il contributo della dieta
nella sintesi del glucosio e dei lipidi (36, 37).

Con questo studio noi proponiamo un’estensione di questo approccio che ci permette di
misurare, in bambini pretermine e per un periodo di 7 mesi il contributo, alla sintesi di

AA e DHA, sia della dieta sia della sintesi endogena.
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OBIETTIVO DELLO STUDIO
Quantificare la sintesi di AA e DHA in bambini pretermine nutriti con una formula

supplementata con LCP.
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MATERIALI E METODI

Pazienti

Questo studio fa parte di un trial clinico randomizzato condotto all’'ospedale pediatrico
Sofia (Rotterdam, Olanda) dal 1992 al 1995. Sono stati arruolati bambini pretermine la
cui madre aveva deciso, o non era in grado, di non allattarli. I bambini sono stati
randomizzati a ricevere 2 formule identiche nella composizione di acidi grassi e che
differivano solamente per la presenza di AA e DHA (38).

In tabella 2 le caratteristiche dei pazienti studiati.

I neonati sono stati nutriti, durante i 7 mesi dello studio, esclusivamente con le due
formule la cui composizione ¢ mostrata in tabella 3.

Il progetto dello studio ¢ stato approvato dal Comitato Etico locale e il consenso
informato ¢ stato ottenuto per tutti i pazienti studiati.

Disegno dello studio

Le due formule sono state prodotte in esclusiva per questo studio dalla Nutricia
(Zoetermeer, Olanda) e sono identiche ad eccetto per I’addizione di LCP (AA, DHA)
nella formula supplementata (LCP formula). La miscela lipidica aggiunta alla formula
LCP e contenente AA e DHA derivava esclusivamente da due oli, DHASCO e
ARASCO, prodotti rispettivamente da un’alga marina e da un fungo (Martek
Biosciences Corporation, Columbia).

Dati sulla composizione delle formule, e sull’assorbimento intestinale degli acidi grassi
sono stati riportati su uno studio precedente pubblicato dal nostro gruppo di ricerca

(38).

Tabella 2

Caratteristiche cliniche dei bambini studiati. I dati sono presentati come mediatdeviazione standard

Gruppo no-LCP | Gruppo LCP
Caratteristiche p
n=11 n=11
Sesso (M/F) 4/7 6/5
Peso alla nascita (kg) | 1.16+ 0.27 1.15+ 0.36 p=0.48
Eta gestazionale (wks) | 31+ 2 31+ 2 p=0.92
Peso a 7 mesi (kg) 6.7+ 0.3 6.7£ 0.5 p=0.75

LCPs, acidi grassi polinsaturi a lunga catena; no-LCP, senza aggiunta di LCPs;

LCP con aggiunta di LCPs. Dati paragonati con t-test
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Tabella 3. Composizione della formulale 6'3C (°/oo) pab di alcuni acidi grassi delle due formule. I valori di

delta sono espressi come media+SD

no-LCP (n=11) LCP (n=11) 6!3C no-LCP 4!3C LCP

Calorie (Kcal/L) 800 800
Proteine (g/L) 22 22
Catboidrati (g/L) 80 80
Lattosio (g/L) 40 40
Dextrine maltose (g/L) 40 40
Grasso (g/L) 44 44
Acidi Grassi (%o by wt)
8:0 2.29 2.20
10:0 1.92 1.88
12:0 14.08 14.34
14:0 6.72 6.47
16:0 9.33 8.65 -27.6+£0.1 -27.5£0.2
18:0 4.35 4.48 -29.9+£0.04  -29.9+ 0.04
20:0 0.27 0.29
16:1n-7 0.21 0.17
18:1n-9 43.15 42.49 -30.1+ 0.1 -29.6+ 0.2
18:1n-7 0.63 0.63
18:2n-6 (LLA) 14.14 14.05 -29.9+ 0.4 -29.6+ 0.1
20:4n-6 (ARA) 0 0.84 nd. 16.8+ 0.01
18:3n-3 (LNA) 1.23 1.21 -30.3£ 0.3 -29.8+ 0.1
20:5n-3 0 0
22:6n-3 (DHA) 0 0.64 nd. 173+ 03
Total n-6 LCPs! 0 0.97
Total n-3 LCPs! 0 0.04

ILCPs, acidi grassi polinsaturi a lunga catena; no-LCP gruppo di bambini nutriti con la formula senza

LCP; LCP, gruppo di bambini nutriti con formula supplementata con LCPs.

Sono stati raccolti prelievi di sangue (500ul), in tubi con EDTA, dalla madre, dalla vena
ombelicale al momento del parto (o entro 30 minuti) e dal bambino a 1, 3 ¢ 7 mesi di
vita.

Il sangue ¢ stato immediatamente centrifugato per 10 minuti a 1300g e il plasma
conservato in provette contenenti pirogallolo come antiossidante e mantenuto a -20°C

fino all’analisi.
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Determinazione quantitativa e isotopica degli acidi grassi nel plasma

Dai campioni di plasma sono stati isolati i trigliceridi e i fosfolipidi.

Per I'analisi delle classi lipidiche plasmatiche 200ul di plasma sono stati estratti secondo
il metodo descritto da Folch (39) dopo I'aggiunta dello standard interno per ogni classe
lipidica contenente sia I’acido nonanoico sia I’acido eptadecanoico.

Gli estratti sono stati portati a secco sotto flusso di azoto a 37°C. I lipidi sono stati
dissolti in una soluzione di cloroformio/metanolo (2:1, v/v) e seminati in una lastra da
TLC di gel di silice (20x20). La lastra da TLC ¢ stata sviluppata con
eptano/diisopropiletere/acido acetico (60:40:3, v/v/v). Dopo essere state asciugate in
flusso di azoto, le classi lipidiche sono state visualizzate spruzzando la lastra con
soluzione etanolica di 1,2 diclorofluoresceina al 10% e visualizzate con lampada UV. Le
macchie corrispondenti alle diverse classi lipidiche, identificate per comparazione con
standard, sono state grattate e sottoposte a metilazione con HCl/MeOH.

Gli esteri metilici sono stati estratti con esano, lul dell’estratto € stato iniettato in
gascromatografo (HP-5890, Amstelveen, Olanda) in iniettore operante in modalita
splitless (280°C), dopo sepatrazione in colonna Omegawax, 30mx0.25mmx0.25um
(Supelco, Milano, Italy), utilizzando elio come carrier.

Arricchimento C degli acidi orassi degli acidi grassi plasmatici

L’arricchimento di °C dei esteri metilici degli acidi grassi della formula e dei fosfolpidi
plasmatici ¢ stato determinato con uno spettrometro di massa a rapporto isotopico
Delta Xplus IRMS (Thermo Electron Corporation, Germany) collegato ad un
gascromatografo HP 6890 (Hewlett Packard, Milano, Italia) e all’interfaccia GC
Combustion III che, grazie ad un forno di ossidazione posto a 960°C, ¢ in grado di
convertire gli esteri metilici, precedentemente separati in colonna gascromatografica, in
CO,. Dalla misura contemporanea delle massa m/z 44 ¢ m/z 45 corrispondenti
rispettivamente a ?CO, e CO, ¢& possibile misurare il 8"°C corretto per Pee Dee
Belemnite (PDB) carbonato (40).

La seguente formula ¢ stata usata per calcolare il dtC

8"=[(R,-R)-1] x 1000

Rx = rapporto isotopico del campione

Rs = rapporto isotopico dello standard di riferimento
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Lo standard di riferimento per il °C ¢ il PDB con “C:"*C di 0.0112372
Tutti i campioni sono stati analizzati in duplicato o in triplicato.

La percentuale di sintesi endogena ¢ stata calcolata usando la seguente formula:

% endogenous synthesis = 100 — K A= Cj * 100}

A = 8"C degli acidi grassi essenziali (LA o ALA)

B = 8"C degli acidi LCP (AA o DHA) presenti nella dieta

C = 8"C degli acidi LCP (AA o DHA) presenti nei fosfolipidi plasmatici

La sintesi assoluta di AA e DHA (espressa in mg/Kg/d) ¢ stata calcolata usando la

seguente formula:
mg synthesis = (D x E x F) / 10000

D = quantita giornaliera di AA e DHA introdotta con la dieta (in mg/Kg/d)
E = coefficiente di assorbimento intestinale (in %o)

F = sintesi endogena

Analisi statistica

I dati sono espressi come medie e deviazione standard.

Le caratteristiche cliniche dei due gruppi e le composiozioni delle due formule sono
state paragonate con il test T di Student per dati appaiati.

La quantita degli acidi grassi plasmatici, 'arricchimento isotopico, la percentuale e la
sintesi assoluta di AA e DHA sono state paragonate usando PTANOVA a una o due vie.
Per l'analisi post-hoc ¢ stato usato il Bonferroni.

Per 1 calcoli e lanalisi statistica sono stati utilizzati Microsoft Excel 2000 (microsoft

Corp, Redmond, WA) e SPSS (versione 13.0; SPSS Inc, Chicago, IL).
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RISULTATI

Caratteristiche della formula

La composizione in acidi grassi della formula ¢ riportata in tabella 1. Nella formula no-
LCP AA e DHA non sono rilevabili, nella formula LCP sono rispettivamente lo 0.84% e
lo 0.64% in peso degli acidi grassi totali.

Eccetto AA e DHA non sono state rivelate differenze significative nell’arricchimento
isotopico C degli acidi grassi delle due formule. Questa informazione ci conferma che
le due formule sono identiche ad eccezione per I'aggiunta, nella formula LCP, di
DHASCO e ARASCO.

L’arricchimento in “C di LA e ALA era simile mentre era significativamente diverso
dall’arricchimento di AA e DHA (per entrambi p<0.01). L’arricchimento di AA non era
significativamente diverso da quello di DHA (p=0.12).

Caratteristiche cliniche dei bambini

Le caratteristiche cliniche dei bambini partecipanti allo studio sono riportate nella tabella
2. Non ci sono differenze tra i gruppi né alla nascita né durante lo studio. Tutti i
bambini sono stati nutriti esclusivamente con le formule preparate per lo studio, nessun
altro nutriente ¢ stato introdotto durante lo studio, questo ¢ stato verificato dai medici
ad ogni visita di follow-up. Tutti i bambini hanno avuto, durante i 7 mesi dello studio,
una crescita normale e non ¢ stata notata nessuna differenza tra i due gruppi.

Effetto della dieta sulla composizione in acidi grassi dei fosfolipidi plasmatici

Nella figura 2 sono riportati (in mol%) la percentuale di AA e di DHA nei fosfolipidi
plasmatici dei bambini dalla nascita a 7 mesi. In entrambi 1 gruppi AA diminuisce
significativamente dalla nascita ai 7 mesi: da 15.3£3.2 mol% a 5.6=1.4 mol% nel gruppo
no-LCP e da 15.6+1.9 mol% a 9.4%1.5 nel gruppo LCP (per entrambi p<0.01).

Anche la quantita di DHA cambia significativamente durante lo studio: diminuisce da
3.111.2 mol% a 1.5£0.4 mol% nel gruppo no-LCP mentre aumenta da 2.910.5 mol% a
5.1+1.0 mol% nel gruppo LCP (per entrambi p<0.01). Sono risultati significativi
I'effetto della dieta, del tempo e anche linterazione tra queste due variabili (per tutti
p<0.01).

La quantita di AA e di DHA presente nei fosfolipidi dei soggetti appartenenti al gruppo
LCP era significativamente piu alta di quella dei fosfolipidi del gruppo no-LCP (p<0.01).

Non sono state trovate differenze significative per quanto riguarda gli altri acidi grassi.
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Quantita di AA nei fosfolipidi plasmatici
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Figura 2. Mol% di AA e di ARA nei fosfolipidi plasmatici dei bambini nutriti con la formula
supplementata (gruppo LCP) o non supplementata (gruppo LCP).

Acidi grassi della madre paragonati con quelli del bambino alla nascita
Larricchimento in “C di AA, DHA, LA, ALA della madre non differiva

signicativamente da quello degli stessi acidi grassi nel feto. Non sono state trovate
differenze significative in tutti gli altri acidi grassi.

Cambiamento dell’arricchimento isotopico durante il periodo dello studio

In Figura 3 e in Figura 4 ¢ riportato il cambiamento dell’arricchimento in °C, di ogni

singolo paziente, di AA, DHA, LA, ALA.
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LA

Larricchimento in C di LA non era significativamente diverso nei due gruppi (Figura
3) e non ¢ stato trovato significativamente diverso da quello della dieta.

ALA

A causa dell’esigua quantita, non ¢ stato possibile misurare I’arricchimento in BC di ALA
dai fosfolipidi plasmatici. I arricchimento in “C ¢ stato misurato nei trigliceridi
plasmatici. Questo ¢ stato fatto solo dopo aver visto che, in 24 campioni di plasma,
Parricchimento in °C di ALA nei trigliceridi era identico a quello di ALLA nei fosfolipidi.
L’arricchimento di ALA ¢ rimasto costante, durante tutto lo studio, in entrambi i gruppi
Figura 4

AA

L’arricchimento in °C di AA nei fosfolipidi plasmatici alla nascita non differisce nei due
gruppi. Nel gruppo no-LCP larricchimento di AA non cambia significativamente
durante i 7 mesi dello studio (p=0.168) (Figura 3). Nel gruppo LCP T’arricchimento in
PC diventa sempre piu negativo fino a che, al settimo mese, tende ad avvicinarsi al
valore dellAA presente nella dieta (p<<0.01). La differenza nel gruppo LCP ¢ gia
significativa ad un mese (-26.2%1.9; p<<0.01), rimane significativa paragonando i valori a
1 e 3 mesi (p<0.01) mentre non lo ¢ tra 3 e 7 mesi (p=1.000) (Figura 2)

DHA

L’arricchimento in °C del DHA, alla nascita, non mostra differenze significative tra i 2
gruppi (-26.6£1.7 e -29.8%1.8 rispettivamente nel gruppo no-LCP e nel gruppo LCP).
Nel gruppo no-LCP Tlarricchimento non cambia significativamente durante tutto il
periodo dello studio (p=0.215) (Figura 4). Nel gruppo LCP possiamo notare, attraverso
i 7 mesi, un significativo (p<0.01) avvicinamento dell’arricchimento in “C del DHA
plasmatico verso quello del DHA presente nella dieta. La differenza ¢ significativa a 1

mese (-23.612.5; p<0.01) e tra 1 e 3 mesi (p<<0.01), non ¢ invece stata trovata nessuna

differenza tra 3 e 7 mesi (Figura 4).
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Figura 3. Arricchimento di LA e AA presenti nei fosfolipidi plasmatici. Ogni simbolo rappresenta un

soggetto diverso.
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Panel A Panel B
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Figura 4. Arricchimento di ALA e DHA presenti nei fosfolipidi plasmatici. Ogni simbolo rappresenta un

soggetto diverso.

Stima della sintesi endogena di AA e DHA

In Figura 4 possiamo vedere le percentuali di sintesi endogena di AA e DHA. C’¢ un
significativo effetto dovuto dal tempo e una differenza significativa nella sintesi sia di
AA che di DHA (p<0.01 per entrambi) ma non ci sono interazioni tra le due variabili

(p=0.852).
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La sintesi assoluta dei due LCP ¢ stata calcolata dalla percentuale dell’assorbimento
intestinale la quale era stata precedentemente misurata, negli stessi bambini ad un mese
di vita, dal nostro laboratorio (38) (Figura 5). Lo stesso dato ¢ stato usato anche per i
calcoli a 3 e a 7 mesi. La sintesi assoluta di AA ¢ di 2714 (range 20-32), 14+4 (10-22) e
1244 (range 7-18) mg/Kg/giorno rispettivamente a 1,3 e 7 mesi (Figura 4). La sintesi
assoluta di DHA ¢ di 1314 (range 8-21), 312 (range 0.8-7) e 2£2 (0.2-5) mg/Kg/giorno
rispettivamente a 1, 3 e 7 mesi (Figura 5). Il tempo agisce in modo significativo, ¢
significativa anche la differenza nella sintesi, durante lo studio, sia di AA che di DHA

(p<0.01 per entrambi), non ¢ significativa I'interazione tra le due variabili (p=0.250).
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Figura 5. Sintesi, in percentuale e assoluta, di AA e di DHA nei bambini appartenenti al gruppo LCP
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DISCUSSIONE

Con questo studio riportiamo la possibilita di misurare la sintesi endogena di due LCP in
bambini pretermine nutriti, per un lungo periodo di tempo, con una formula arricchita
con LCP. Questo approccio, usando la tecnica dell’abbondanza naturale, era stato usato
in passato solo in studi “acuti” fatti per misurare il destino metabolico di alcuni
nutrienti, non era mai stato usato per misurare la sintesi endogena dei nutrienti (36, 37).
Quando si studia il metabolismo lipidico, specialmente in studi brevi, possono essere
ricavati solamente dati di tipo quantitativo dato che ci vuole molto tempo per
raggiungere lo steady-state isotopico. I lipidi hanno un turnover lento e ci vuole molto
tempo perché raggiungano I'equilibrio con i lipidi presenti nei tessuti. Per ovviare questi
inconvenienti noi abbiamo applicato la tecnica dell’abbondanza naturale ad un’unica
popolazione: i neonati, questo ci dava il vantaggio che fossero nutriti con la stessa dieta
per un lungo periodo di tempo. Abbiamo studiato la sintesi degli LCP in quanto AA e
DHA sono importanti, nei primi mesi di vita, per la crescita e per lo sviluppo del sistema
nervoso centrale.

La sintesi endogena non ¢ stata da noi calcolata, come viene fatto in altri studi, a partire
dalla concentrazione plasmatici di molecole marcate e non (41, 42). Noi abbiamo usato
l'arricchimento isotopico che ¢ concettualmente simile al rapporto tracciante su
tracciato. Nel nostro modello abbiamo assunto che il sistema avesse raggiunto
I'equilibrio isotopico e che Iarricchimento isotopico meglio riflettesse I'apporto degli
LCP presenti nella dieta nella sintesi endogena.

Il nostro metodo offre numerosi vantaggi: non ¢ necessario avere costosi traccianti
arricchiti per alterare la dieta; il numero di campioni di sangue ¢ limitato paragonadolo a
quelli necessari per altri studi (35, 41, 43) il tempo dello studio ¢ sufficiente per creare
Pequilibrio tra plasma e tessuti. Le limitazioni principali sono dovute alla necessita di
avere una strumentazione costosa e di trovare nutrienti che agiscano come traccianti.

In questo studio ¢ stato dato sufficiente tempo per correggere per il contributo dato dal
rilascio, tramite lipolisi, degli LCP dai tessuti. E’ difficile correggere per questo processo
specialmente nei primi mesi di vita. E” stato dimostrato che, alla nascita, sono presenti
depositi significativi di LCP (44), questi potrebbero dare un contributo significativo agli
LCP presenti nel plasma. Se questo succedesse risulterebbe in una sovrastima della
sintesi endogena di LCP. Questo ¢ il motivo per cui abbiamo scelto di prendere il primo

prelievo ad 1 mese di vita.
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La sintesi endogena di LCP potrebbe essere sovrastimata se la dieta non fosse
controllata e se ci fosse l'introduzione, tramite altre fonti, di LCP. Non abbiamo
attentamente controllato che 1 bambini ricevessero solo la dieta e nessun altro
nutrimento. La variazione dell’arricchimento in °C dovuto al time-lag tra la raccolta dei
campioni e la somministrazione della dieta ¢ stato ovviato nutrendo i bambini 5-6 volte
al giorno. L’arricchimento isotopico ¢ inoltre stato misurato nei fosfolipidi in quanto
hanno un turnover piu lento di quello dei trigliceridi (45).

Un’altra causa di sovrastima potrebbe dovuta alla diversa ossidazione dei lipidi della
dieta rispetto a quelli sintetizzati a livello endogeno; non ci sono dati che supportino
questa ipotesi comunque 'ossidazione degli LCP nei bambini pretermine ¢ molto bassa
(43).

Volevo adesso commentare brevemente la precisione dei nostri dati. Con la nostra
strumentazione abbiamo raggiunto una precisione analitica dello 0.3"/, che si traduce in
un errore del 2.3% e del 2.4% nella sintesi endogena rispettivamente di AA e di DHA.
L’errore biologico dovuto alla raccolta dei campioni dovrebbe contare per =1.5%
mentre Ierrore dovuto alla stima della quantita di dieta introdotta per =3%. L’errore
maggiore ¢ dovuto al coefficiente di assorbimento intestinale, questo ¢ dovuto
allimprecisione degli studi di bilancio metabolico. Dato che AA e DHA sono ottenuti
da LA e ALA tramite una reazione di allungamento (1 acetil CoA per AA e 2 acetil CoA
per DHA) ¢ possibile che il cambiamento nell’arricchimento isotopico sia dovuto
all’aggiunta di atomi di carbonio. Questo processo ha comunque un effetto non
significativo nei nostri calcoli. Anche se assumessimo che tutte le molecole di Acetil Coa
usate per la sintesi degli LCP derivino da prodotti di piante C3 si avrebbe un
cambiamento nell’arricchimento solamente dello 0.2/,,-0.6°/,,. Non abbiamo inoltre
osservato cambiamenti nell’arricchimento isotopico nel gruppo no-LCPO durante il
periodo dello studio. Tutte le possibili fonti di errore sommate assieme potrebbero
portare ad un errore di 3-4 mg/Kg/giorno per AA e di 1-2 mg/Kg/giorno per il DHA.
Questo valore ¢ molto piu piccolo della differenza che noi abbiamo trovato tra i due
gruppi.

Considerazioni cliniche

Il maggior risultato di questo studio ¢ che la sintesi di LCP alla nascita ¢ importante e
che decresce con 'eta. La sintesi media di AA diminuisce da circa 27 mg/Kg/giorno a 1
mese a 12 mg/Kg/giorno a 7 mesi e che quella di DHA diminuisce da 13
mg/Kg/giorno ad 1 mese a 2 mg/Kg/giorno a 7 mesi. Questo studio prevedeva, per 7
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mesi, un introito giornaliero di AA e di DHA pari, rispettivamente, a 40 mg/Kg/giorno
e 30 mg/Kg/giorno. L’informazione che la sintesi di LCP diminuisce con I'eta ¢ nuova e
non sono mai state fatte, nello stesso soggetto, misure ripetute della sintesi endogena di
LCP. Studi precedenti avevano dimostrato che, appena dopo la nascita, la sintesi era
maggiore nei bambini pretermine rispetto che nei bambini a termine (406).

Devono essere fatti ulteriori studi per vedere se la sintesi bassa a 7 mesi sia dovuta alla
crescita o se, la supplementazione con la dieta, ne riduca la sintesi.

Con questo studio riportiamo una nuova tecnica che ci permette di misurare la sintesi di
due LCP per un lungo periodo di tempo. La sintesi di AA risulta significativamente piu

alta di quella di DHA ed entrambe diminuiscono con il tempo.
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CAPITOLO 3

MISURA DEL METABOLISMO DI SP-B E DI DSPC IN VIVO NELL’UOMO
USANDO LA TECNICA DEGLI ISOTOPI STABILI

INTRODUZIONE

11 surfattante polmonare (PS) ¢ una miscela complessa di lipidi e proteine la cui funzione
primaria ¢ quella di ridurre la tensione superficiale all'interfaccia aria-alveolo in modo da
evitare il collasso degli alveoli a fine espirazione. (1).

Abbassando la tensione superficiale il PS riduce I'energia richiesta per riempire d’aria i
polmoni aumentando quindi la compliance polmonare. Diminuendo il ritorno elastico, il
PS riduce il rischio di collasso polmonare, come risultato la tensione superficiale a livello
dei polmoni viene ridotta a valori inferiori a 10 cm H,O .

In aggiunta alla classica funzione di ridurre la tensione superficiale, il PS possiede altre
funzioni che lo rendono fisiologicamente indispensabile.

Queste funzioni sono riassunte in tabella 1.

Correlate alla tensione superficiale Non correlate alla tensione supetficiale
Mantenimento di un’elevata area di Difesa specifica e non-specifica da agenti esterni
scambio
Aumento della compliance polmonare Barriera contro gli agenti patogeni

durante Iinspirazione

Stabilizzazione degli alveoli durante Attivita antibatterica/antivirale
espirazione

Stabilizzazione delle vie aeree Rilassamento muscolatura liscia

Effetto anti-edema

Agente anti-adesione

Agevolazione trasporto mucociliare

Rimozione di particolato

Deficienze o disfunzioni del PS causano gravi problemi respiratori. Il maggior problema
causato dalla deficienza del PS ¢ la Sindrome neonatale da Distress Respiratorio (RDS)
dovuta a premeturita (2). I bambini prematuri affetti da RDS mostrano difficolta
respiratoria, diminuita compliance polmonare, collasso alveolare con ridotta capacita

funzionale residua, scarsi scambi gassosi ed edema interstiziale diffuso. Lincidenza
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attuale di RDS nei prematuri diminuisce con l'eta gestazionale. Viene stimato che 'RDS
affligea, nei paesi sviluppati, il 10% dei bambini prematuri (3).

Sintomi simili a quelli dell’RDS si ritrovano nel danno acuto polmonare (ALI) e nella
sua forma piu severa: la Sindrome Acuta da Distress Respiratorio (ARDS) (4). Negli
USA, ogni anno, PARDS colpisce circa 150000 persone e ha un tasso di mortalita del
30-40%. (5). La patogenesi del’ARDS non ¢ ancora ben conosciuta ma una delle cause
principali sembra essere 'inibizione del surfattante dovuta ad una perdita di sostanze
inibitorie (es: proteine sieriche, emoglobina e alcuni lipidi) nello spazio alveolare, questa
perdita puo essere dovuta ad una grave inflaimmazione polmonare, a traumi, a tossicita
dovuta all’ossigeno o a danno da radiazioni (4, 5).

La terapia con surfattante esogeno nei bambini prematuri con RDS migliora di molto sia
la funzionalita respiratoria sia la prognosi (6), la stessa terapia mostra invece effetti
limitati all’aspetto respiratorio nei pazienti affetti da ARDS, non si hanno invece effetti
sulla sopravvivenza (7-9). Nella terapia con surfattant del’ARDS gli scambi gassosi
migliorano ma leffetto generale dipende dalla dose, dal tempo di somministrazione e dal
tipo di surfattante usato (4, 5) .

Taut F e il suo gruppo di ricerca (6) hanno recentemente rianalizzato i dati ottenuti da 5
studi multicentrici nei quali pazienti con ARDS avevano ricevuto surfattante contenente
la proteina specifica C del surfattante ricombinante (rSP-C) (Venticute). Se si
prendevano i dati dell'intera popolazione si notava un miglioramento dell’ossigenazione
(p=0.002) ma nessun effetto sulla mortalita (32.6%). Un’analisi post-hoc ha rivelato che
due sottogruppi di pazienti, quelli con ARDS dovuta a polmonite o aspirazione, avevano
beneficiato della terapia con un miglioramento sia dell’ossigenazione (p=0.0008) sia

della mortalita (p=0.018).

Metabolismo del surfattante polmonare

Usando la microscopia elettronica Weibel e il suo gruppo (10, 11) hanno dimostrato che
la superficie degli alveoli ¢ rivestita da un sottilissimo strato acquoso, questo strato ¢
essenziale per il metabolismo del PS in quanto provvede un medium per la secrezione,
per le trasformazioni morfologiche e la struttura tridimensionale, e per il riciclo del
surfattante (2).

PS ¢ sintetizzato dalle cellule epiteliali polmonari di tipo II, processato e impachettato
nei corpi lamellari. I1 PS viene quindi secreto nella fase acquosa che riveste gli alveoli

dove 1 corpi lamellari subiscono una trasformazione morfologica che porta alla
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formazione dei tubuli di mielina. La formazione dei tubuli dipende dalla presenza di
apoproteine del surfattante e del calcio (12, 13).

I tubuli di mielina sono composti da tubuli allungati costituiti principalmente da
fosfolipidi e da proteine e¢ hanno una dimensione che puo variare dai nanometri ai
micron (14, 15).

I componenti del surfattante sono quindi rilasciati dai tubuli di mielina per formare un
film superficiale attivo all'interfaccia aria-acqua negli alveoli. Dopo aver espletato la sua
funzione fisiologica il surfattante viene rilasciato sotto forma di piccole vescicole
unilamellari, alcune di queste vengono captate dai macrofagi alveolari mentre la gran
parte viene endocitato dalle cellule alveolari di tipo II; queste cellule riciclano parte dei
componenti del surfattante nei corpi lamellari. Il turnover stimato del PS ¢

sorprendentemente breve, varia tra 4 e 11 ore (16).

Composizione del surfattante

I1 surfattante ¢ costituito dal 90% di lipidi e dal 10% circa di proteine specifiche (Figura
1).

Det lipidi circa il 10-20% sono lipidi neutri (costituiti principalmente dal colesterolo)
mentre il restante 80-90% ¢ rappresentato dai fosfolipidi (PLs). La fosfatidilcolina (PC)
costituisce I'80% dei PLs e nel 60% contiene due acidi grassi saturi. Questa PC viene
definita PC disatura (DSPC), I'acido grasso che piu frequentemente compone la DSPC ¢
'acido palmitico. In questo caso la DSPC prende il nome di dipalmitoilfosfatidilcolina
(DPPC).

I fosfolipidi acidi rappresentano circa I’8-15% dei PLs e sono il fosfatidilglicerolo (PG) e
il fosfatidilinositolo (PI). In percentuali minori troviamo anche fosfatidiletanolammina
(PE), fosfatidilserina (PS) e sfingomielina. (17).

Insieme ai lipidi il surfattante contiene anche 4 proteine specifiche chiamate proteine del
surfattante (SP)-A, SP-B, SP-C (18) e SP-D (19). SP-A (PM 26-38 KDa) e SP-D
(43KDa) sono glicoproteine grandi, multimeriche e idrofiliche. Fanno parte della
famiglia delle collectine che sono proteine immunitarie dipendenti dal calcio. SP-B (PM
8.7 KDa) e SP-C (4.2 KDa) sono invece piccole e molto idrofobiche. Tra queste
proteine specifiche SP-A ¢ la piu abbondante e rappresenta il 5% in peso sulla
percentuale dei PL, SP-D ¢ lo 0.5%, SP-C e SP-B assieme costituiscono

approssimativamente il 2%.
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I componenti principali del surfattante sono sintetizzati da due tipi di cellule: le cellule
alveolari di tipo II che produce 1 lipidi del surfattante e tutte e 4 le proteine specifiche
(20) e le cellule di Clara delle vie aeree che sintetizzano anch’esse le proteine del
surfattante ma non producono lipidi (21).

DPPC, PG, SP-B e SP-C giocano un ruolo essenziale nel ridurre la tensione superficiale
all'interfaccia aria-liquido nel polmone (22).

SP-A e SP-D sono implicate nel prevenire 'edema alveolare (23) e nella difesa contro

infezioni e infiammazioni.

Composizione del surfactant alveolare

fosfatidilglicerolo 5%
fosfatidiletanolamina

10%

fosfatidilinositolo 7%
lipidi neutri 8%

e ——SP-A 3%
fosfatidilcolina

insatura 28% | SP-B 2%

[ ——SP-C 1%

SP-D 1%

fosfatidilcolina
disatura 32%

Figura 1. Composizione del surfattante alveolare.

DSpPC

La DSPC, grazie al suo aspetto anfipatico (Figura 2), ¢ la componente del
surfattante che puo ridurre vicino allo zero la tensione superficiale nell’interfaccia aria-
liquido negli alveoli (1); il suo assorbimento ¢ facilitato dalle fosfatidilcoline insature e
dalle proteine idrofobiche del surfattante. La fosfatidilcolina viene sintetizzata nel
reticolo endoplasmatico dagli pneumociti di tipo II. Una reazione di acilazione-
deacilazione nelle cellule di tipo II converte la fosfatidilcolina insatura in DSPC prima
che 1 lipidi e le proteine lipofiliche SP-B e SP-C vengano assemblate in corpi lamellari
(24). La quantita di DPSC nei polmoni di feti umani aumenta contemporaneamente con
la comparsa dei corpi lamellari, circa alla 22° settimana di gestazione (25). Nel polmone
malato, la percentuale di saturazione della fosfatidilcolina puo diminuire attraverso due
meccanismi (20): a) le fosfatidilcoline insature dal plasma e dalle membrane dei globuli

rossi possono contaminare il surfactattante; b) la capacita delle cellule di tipo II di

sintetizzare e secernere surfattante normale puo essere ridotta.
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Figura 2. Struttura della fosfatidilcolina disatura

SP-B

La SP-B umana ¢ un piccolo peptide anfipatico di 79 aminoacidi (aa) prodotto,
attraverso un processo proteolitico, a partire da un precursore di 381 aa. (27, 28). Essa ¢
codificata da un singolo gene (chiamato SFTPB) posizionato sul cromosoma 2. La SP-B
¢ prodotta in modo predominante dalle cellule dell’epitelio alveolare di tipo II, ¢
sintetizzata come un precursore proteico che viene glicosilato e trasportato dal reticolo
endoplasmatico all’apparato di Golgi, quindi ai corpi multivescicolari e infine viene
impacchettato nei corpi lamellari. Il processo proteolitico, del precursore della SP-B,
avviene durante il trasferimento dai corpi multivescicolari ai corpi lamellari dove la SP-B
attiva viene immagazzinata con la SP-C e i PLs (29). Il contenuto dei corpi lamellari
viene secreto nello spazio aereo dove interagisce con la SP-A per formare i tubuli di
mielina dai quali si formera il film di surfattante che ricopre gli alveoli. Le regioni
cationiche della SP-B sono saldamente associate alle teste polari dei PLs attraverso dei
domini anfipatici ad elica che creano facce idrofiliche e idrofobiche che ancorano la SP-
B alla superficie lipidica Figura 2.

La SP-B interagisce con le vescicole lipidiche causandone la lisi e la fusione (30). Questo
processo porta rapidamente alla formazione di foglietti di PLs a partire dalle vescicole
lipidiche, questa attivita ¢ necessaria sia per 'impacchettamento delle vescicole lipidiche
in corpi multivescicolari durante la formazione dei corpi lamellari, sia per la formazione
di multistrati lipidici nell’alveolo.

La SP-B extracellulare gioca un ruolo fondamentale nel’omeostasi del surfattante
promuovendo I'assorbimento dei lipidi a livello del film superficiale e migliorando la
loro stabilita durante i processi di compressione ed espansione che avvengono nel ciclo

respiratorio.
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Riassumendo le piu importanti funzioni di SP-B sono quella di incrementare la quantita
di PLs che vengono assorbiti all'interfaccia aria-acqua e quella di essere coinvolta nella
formazione dei tubuli di mielina assieme alla SP-A e al calcio. Il deficit di SP-B nei
neonati e negli animali comporta anche variazioni nel metabolismo di altre componenti
del surfattante suggerendo un ulteriore ruolo della SP-B negli spazi aerei. Tali variazioni
secondarie includono la formazione di corpi lamellari marcatamente anomali e
P'accumulo di peptidi SP-C processati in modo aberrante (31).

I livelli di SP-B sono bassi nel bambino pretermine con Sindrome da Distress

Respiratorio (RDS) e negli adulti con ARDS (32, 33).

Inibizione del surfattante

L’inibizione o linattivazione del surfattante si riferisce a quei meccanismi che
diminuiscono o annullano I’attivita superficiale del surfattante. Molte sostanze sono state
identificate come inibitori del surfattante. I piu importanti fattori di inibizione sono:
proteine plasmatiche, membrane fosfolipidiche sature, lisofosfolipidi, acidi grassi liberi,
meconio e livelli alti di colesterolo (34). L’inibizione del surfattante puo inoltre derivare
dalla degradazione dei lipidi del surfattante per opera delle fosfolipasi o delle proteine
del surfattante da parte delle proteasi. Questi agenti degradativi, normalmente presenti
nei polmoni a bassi livelli, possono aumentare durante infezioni microbiche e,
soprattutto, durante le infezioni polmonari per secrezione da parte dei leucociti e delle
cellule di tipo II (6, 35, 36). La funzionalita del surfattante puo essere inficiata anche
dalla presenza di specie reattive dell’ossigeno (36, 37) e di inquinanti (38).

Il danno polmonare nel’ARDS ¢ originato da un’attivazione sistemica dei neutrofili
circolanti (39); i neutrofili attivati aderiscono all’endotelio vascolare nei capillari
polmonari e rilasciano poi i loro contenuto dei loro granuli citoplasmatici,
danneggiando in tal modo T'endotelio e provocando un’essudazione di proteine
plasmatiche nello spazio alveolare. Albumina, fibrinogeno ed emoglobina possono
inibire il PS per adsorbimento competitivo (40-44). Queste proteine quando vengono
mescolate con il PS competono con i PL per I'adsorbimento all'interfaccia aria-acqua in
quanto, anche se di grandi dimensioni, sono solubili in acqua e quindi riescono
facilmente a raggiungere l'interfaccia per diffusione molecolare. Le proteine, una volta
raggiunta linterfaccia, creano barriere elettrostatiche e/o steriche che impediscono
I'avvicinarsi dei PL (45, 46). L’inibizione del surfattante dipende dal rapporto proteine

plasmatiche/surfattante (44). Rennard et al (47) e Ishizika hanno stimato una
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concentrazione di albumina nel sutfattante di 3.7-4.9 mg/ml (circa il 10% del valore
plasmatici).

La funzionalita del surfattante viene diminuita anche in presenza di lisofosfolipidi, questi
PL contengono un singolo acido grasso per molecola e vengono prodotti dalla
fosfolipisi A2 che viene secreta dai globuli bianchi e dalle cellule di tipo II soprattutto
durante ALI/ARDS (48).

Meccanismi genetici di deficit di surfattante

I primo difetto genetico causa di deficit del surfattante ad essere riconosciuto ¢ stato il
deficit ereditario di SP-B, ¢ stato identificato in un neonato a termine che presentava
segni clinici di RDS non responsivo della terapia (49). I neonati con deficit ereditario di
SP-B presentano quadri radiologici sovrapponibili a quelli dei neonati con RDS, il
disturbo respiratorio risulta essere progressivo e porta a morte per insufficienza
respiratoria entro 3-6 mesi; Punico trattamento efficace ¢ il trapianto polmonare (50).
Alcune mutazioni portano alla produzione di una proSP-B che non ¢ in grado di essere
processata in modo efficace a formare SP-B matura, e questo puo portare a deficit
parziali associati ad una maggiore sopravvivenza. (51).

I deficit di ABCA3 ¢ l'errore congenito del metabolismo del surfattante di piu recente
scoperta, ma potrebbe risultare il piu comune difetto genetico associato alla produzione
del surfattante. ABCA3 ¢ un membro della famiglia delle cassette leganti ’ATP, proteine
transmembrana responsabili del trasporto di sostanze attraverso le membrane biologiche
e che sono state correlate a diverse malattie genetiche nell’'uomo (52). La sottoclasse
ABCA ¢ spesso coinvolta nel trasporto dei lipidi e la ABCA3 ¢ altamente espressa
all'interno delle cellule alveolari di tipo II sui corpi lamellari. I.’espressione proteica di
ABCA3 aumenta appena prima della nascita ed ¢ up-regolata dai glucocorticoidi (53).

La mutazione di ABCA3 porta, nei neonati, un deficit grave di surfattante con un
fenotipo simile a quello del deficit di SP-B (54).

Studi recenti con topi Knock-out per i gene per PABCA3 hanno dimostrato una
diminuzione, nei polmoni, di PC e di PG esterificati con I'acido palmitico (55). Altri
studi hanno dimostrato come l'espressione di ABCA3 sia indotta dall’IL-6 con un
pathway che include STAT3 (Signal Transducer and Activator of Transcription 3),
PI3K, AKT, SCAP e SREBP (56, 57).
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Alterazioni del metabolismo del surfattante nelTARDS/AILI

IARDS ¢ una condizione di edema polmonare non congestizio associato ad
ipossiemia, definita secondo i criteri di Bernard et al (58), come:

e insufficienza respiratoria ad esordio acuto;

e Pa0O,/FiO, ratio < 200 mmHg o compreso tra 200 e 300
mmHg, indipendentemente dal livello di PEEP usato,
rispettivamente per ARDS e per ALI;

e infiltrati polmonari bilaterali visibili al’Rx torace in proiezione

frontale;

e pressione polmonare endocapillare (wedge) < 18 mmHg quando
misurata o non evidenza clinica di ipertensione in atrio sinistro o
di patologia polmonare cronica.
Una riduzione della compliance polmonare ¢ presente nella maggior parte dei pazienti
con ARDS e ALI ad indicare che una disregolazione del surfattante gioca un ruolo
fondamentale nel dispiegarsi del quadro morboso (58).
Studi clinici che misurano il contenuto e la composizione dei PL nel broncolavaggio
(BAL) di soggetti con ARDS o ALI (33, 59-61) hanno riportato tre importanti risultati:

1. In due dei quattro studi il contenuto di PL ¢ ridotto

2. Si ha una significativa alterazione della distribuzione relativa delle classi
fosfolipidiche, questo include una marcata diminuzione di PG (circa dell’80% in
tre studi) e un aumento compensatorio della classi fosfolipidiche minori (PI, PE,
PS e sfingomielina). Il contenuto di PC ¢ solo moderatamente ridotto durante il
decorso clinico della malattia.

3. La quantita di acido palmitico, I'acido grasso maggiormente presente nella PC,
risulta ridotto dell’80% rispetto ai valori di controllo, mentre si ha un aumento
del contenuto di acidi grassi insaturi (62). La quantita di DPPC risulta
drammaticamente ridotta (circa meta rispetto ai valori di controllo).

Le proteine specifiche SP-A, SP-B e SP-C del surfattante sono anche ridotte nel BAL di
soggetti con ARDS o ALI (63, 64).

Uno studio recente (65) ha descritto i cambiamenti della composizione del surfattante
durante il decorso del’ARDS. All’esordio del’ARDS si aveva una significativa
diminuzione SP-A, SP-B, SP-C, PG e¢ DPPC. A 7 giorni dall'intubazione il BAL dei
soggetti con ARDS mostrava un miglioramento nella composizione del surfattante con

un aumento progressivo di PG, PC (e soprattutto DPPC che pero non raggiungeva il
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livello dei controlli), SP-A, SP-B e SP-C. Ha inoltre osservato una correlazione

significativa tra il rapporto PaO,/ FiO, e la quantita sia di DPPC sia di SP-C.

Con questo studio vogliamo descrivere un nuovo metodo per lo studio della cinetica del
surfattante in vivo nell'uomo tramite I'uso di isotopi stabili non radioattivi (66-71).
L’infusione endovenosa di substrati marcati con isotopi stabili consente di studiare la
sintesi del surfattante: i precursori marcati sono captati dalle cellule alveolari di tipo 11 e
utilizzati per la sintesi delle componenti del surfattante. Il surfattante viene poi secreto
negli spazi alveolari e puo quindi essere raccolto tramite aspirati tracheali in serie; la
misura in spettrometria di massa della concentrazione delle molecole marcate ci fornisce
informazioni sulla loro cinetica e metabolismo.

In questo studio abbiamo migliorato la resa della separazione della SP-B per la sua
successiva analisi, abbiamo quindi misurato la sintesi ed il turnover di due componenti
principali del surfattante, la SP-B e la DSPC, infondendo due loro precursori metabolici.
Come precursore metabolico per la sintesi della DSPC abbiamo utilizzato Pacqua

deuterata (67) mentre per ’'SP-B abbiamo usato la leucina marcata con "C.
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OBIETTIVO DELLO STUDIO

Misurare la sintesi ed il turnover det lipidi e della proteina specifica B del surfattante

nei pazienti con ARDS o ALI e in controlli confrontabili per Ieta.
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MATERIALI E METODI

Sono stati reclutati per lo studio pazienti con ARDS o ALI e soggetti di controllo,
reclutati presso le Terapie Intensive del Dipartimento di Anestesia e Rianimazione
dell’Universita di Padova.

Il progetto dello studio ¢ stato approvato dal Comitato Etico locale e il consenso
informato ¢ stato ottenuto per tutti i pazienti studiati.

I progetto dello studio prevede che il consenso informato sia chiesto al paziente stesso,
qualora possibile (ad esempio a tutti i controlli o a quei pazienti che sono ricoverati nelle
terapie intensive con un grado di coscienza tale da poter raccogliere un consenso
informato e che si aggravavano in un secondo momento). Nel caso in cui il paziente non
fosse in grado di esprimersi personalmente ¢ previsto che il consenso sia concesso dal
medico curante. Dopo valutazione circa l'opportunita di arruolare il paziente nello
studio in base alle caratteristiche cliniche e agli eventuali rischi che questo puo

comportare.

PAZIENTI

Criteri di inclusione per i soggetti con ARDS/ALI:
1. Soggetti con ARDS o ALI definita secondo Bernard et al (58)
- Insufficienza respiratoria ad esordio acuto
- PaO,/FiO2 ratio <200 mmHg o compreso tra 200 e 300 mmHg,
indipendentemente dal livello di PEEP usato, rispettivamente per ARDS
e per ALI
- Pressione polmonare endocapillare (wedge) < 18 mmHg quando
misurata o non evidenza clinica di ipertensione in atrio sinistro
2. Inizio del’ARDS o ALI <96 ore
3. Condizioni emodinamiche stabili definite come una pressione arteriosa sistolica
entro il 95° percentile anche se con infusione costante di isotropi ma senza
richiesta di boli di fluidi da almeno 6 ore prima dell’inizio dello studio
4. Consenso informato scritto
5. Presenza di una linea arteriosa e venosa inserita a scopo di monitoraggio clinico.
I controlli sono soggetti senza malattia polmonare che presumibilmente richiedono

ventilazione meccanica per almeno 5 giorni (pazienti con grave trauma cranico, pazienti
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in coma o che richiedono ventilazione meccanica dopo interventi chirurgici maggiori), e
saranno appaiati per eta, peso e sesso ai pazienti selezionati con ARDS.
Criteri di esclusione per entrambe le categorie dei pazienti:
1. Insufficienza epatica: transaminasi (AST, ALT) > 3 volte i valori di riferimento o
fattore V<20%
2. Insufficienza renale: creatina > 2 volte 1 valori normali
3. Presenza di convulsioni
4. Richiesta di sangue o derivati (plasma, piastrine, emazia) durante I'infusione
dell’isotopo

5. Uso di emulsioni lipidiche endovena durante I'infusione degli isotopi.

DISEGNO DELLO STUDIO

Tutti i pazienti hanno ricevuto un’infusione endovenosa costante di leucina marcata in
una posizione con “C, dissolta in soluzione fisiologica. A questa si & aggiunta la
somministrazione di “H,O in bolo endovena, su via venosa dedicata, al tempo 0 dello
studio e con successivi rabbocchi ai tempi 12, 24 e 36 ore dall'inizio dello studio per
raggiungere e mantenere I'equilibrio isotopico; la dose somministrata in bolo ¢ stata
calcolata in base al peso corporeo del soggetto (0.5 ml/Kg di peso corporeo), mentre la
dose dei successivi rabbocchi corrispondeva allo 0.03125% dell’introito dei fluidi delle
12 ore precedenti al rabbocco stesso.

L’infusione endovenosa del tracciante ¢ stata eseguita insieme alle infusioni standard. La
raccolta dei campioni non ha comportato alcuna manovra aggiuntiva per il paziente: gli
aspirati tracheali da analizzare sono eseguiti routinariamente nei pazienti intubati circa
ogni 4 ore per mantenere pervio il tubo endotracheale; i campioni di sangue (1 ml di
sangue intero) sono stati eseguiti dalla linea arteriosa gia in sede per il monitoraggio
clinico.

Per tutta la durata dello studio sono stati raccolti parametri vitali ogni 2 ore, 1 parametri
ventilatori ogni 6 ore e i parametri degli emogasanalisi eseguiti al paziente su indicazione
clinica. Inoltre sono stati raccolti 1 risultati degli esami ematochimici e culturali eseguiti
per una completa valutazione della storia clinica del soggetto.

Sono stati raccolti campioni di aspirato tracheale sequenzialmente dal tempo basale
(prima della somministrazione del tracciante) fino alle 72 ore ogni 6 ore e

successivamente ogni 24 ore per altri 6 giorni o fino all’estubazione. In parallelo, sono
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stati raccolti un campione di urine con le stesse modalita temporali degli aspirati

tracheali (T'A) e 1 ml di sangue con la cadenza temporale sopra indicata fino alle 72 ore.

ANALISI DEI CAMPIONI

Dopo il prelievo gli aspirati tracheali e il sangue sono stati centrifugati, per 10 minuti,
rispettivamente a 500 e 1500 g e conservati a -80°C fino all’analisi; le urine sono state

conservate a -20°C senza necessita di centrifugazione.

Analisi degli aspirati tracheali

Per Destrazione dei lipidi e delle proteine idrofobiche del surfattante ¢ stata usata
un’estrazione Blight and Dyer acidificata (72) in modo da ottenere un maggior recupero
di SP-B e di SP-C.

La metodica prevede di estrarre circa 1 ml di TA, previa aggiunta di pentadecanoil
fosfatidilcolina come standard interno, con una quantita doppia (2 ml) della seguente
miscela: metanolo/cloroformio/acido cloridrico in rapporto 2:3: 0.05N. Si agita per 10
minuti e si centrifuga per 10 minuti a 1000g. Viene recuperata la fase organica,
contenente PL, SP-B e SP-C mentre la fase acquosa viene estratta un’altra volta con lo
stesso solvente. Le due fasi organiche vengono unite e portate a secco sotto azoto. Il
residuo viene ripreso con un volume di cloroformio corrispondente al volume iniziale
del TA.

Contemporaneamente vengono estratti, senza aggiunta dello standard interno, 100ul di

TA per il successivo dosaggio dei fosfori..

Dosaggio dei fosfori nella fase organica del TA

I fosfori vengono dosati secondo la metodica di Bartlett (73) per piccole quantita di
fosforo, questo ci consente di usare una piccola quantita di TA (100ul). Il campione,
100ul dell’estratto organico ripreso in cloroformio, viene portato a secco sotto flusso di
azoto, aggiunto di 300pl di H,SO, 10N e messo in stufa a 200°C per 1 ora. Dopo che il
campione si ¢ raffreddato si aggiungono 5 gocce di acqua ossigenata e si rimette in stufa
per 30 minuti. Al campione portato a temperatura ambiente si aggiungono 0.65 ml di
acqua milli Q, 0.2 ml di una soluzione al 5% di molibdato di ammonio e 50pl del
reattivo di Fiske SubbaRow. La soluzione viene scaldata a bagno maria a 100°C per 10

minuti. [’assorbanza viene letta a 830 nm in microcuvette. LLa concentrazione viene
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ricavata estrapolandola da una curva di calibrazione da 1 a 2 pg di fosforo. Per calcolare

la quantita di fosfolipidi si moltiplica la quantita di fosfori per 25.

Isolamento di DSPC e di SP-B da TA

Aliquote di fase cloroformica contenenti 200pg di fosfolipidi (per non eccedere la
capacita massima della resina) sono state applicate su una colonnina Bond Elute
contenente 100mg di resina (Supelco, Milano, Italia) precondizionata con 3-5 ml di
cloroformio. Dopo essere state caricate le colonnine sono state eluite sequenzialmente
con 3ml di una miscela di cloroformio/metanolo/acido acetico nei seguenti rapporti:

1. 20:1:0

2. 9:1:0
3. 4:1:0
4. 4:1:0.025
5. 3:2:0
6. 1:4:.0
7. 1:9:0

E’ stato precedentemente pubblicato dal nostro gruppo (69) che con la frazione 2
escono i fosfolipidi e che con la frazione 3 e 4 esce 'SP-B. Le due frazioni (3 e 4) messe
assieme contengono il 60% circa della quantita totale di SP-B che ¢ risultata essere pura

e non contaminata da altre proteine.

Isolamento della DSPC dalla frazione dei PL

La frazione 2, contenente i fosfolipidi, eluita dalle Bond Elute ¢ stata portata a secco, e
ripresa con 100ul di cloroformio. II campione ¢ stato ossidato con tetrossido di osmio
(74) e la DSPC ¢ stata isolata dagli estratti lipidici con cromatografia su strato sottile
(TLC) utilizzando come fase mobile una miscela di cloroformio/metanolo/cloruro di
potassio/trietilammina (40:12:33:8:24).

Gli acidi grassi della DSPC sono stati metilati aggiungendo al campione 3ml di HCI-
metanolo 3N, i campioni sono stati incubati a 100°C per 60 minuti e, dopo
raffreddamento, il pH ¢ stato neutralizzato con I'aggiunta di 2.5 ml di K,CO; al 10%.
Gli esteri metilici degli acidi grassi cosi ottenuti sono stati estratti con 200ul di esano,
trasferiti in vial ed iniettati al gascromatografo, in colonna Ultra 2 (25m, 0.20 id, 0.33
micron; J&W Agilent Technologies, Milano, Italia) per ottenere la loro separazione ed

identificazione quantitativa (67).
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Analisi in GC-IRMS dell’arricchimento della DSPC
Larricchimento del palmitato della DSPC ¢ stato misurato al GC-IRMS (67, 71). Gli

esteri metilici sono stati iniettati in colonna Ultra 2 (25m, 0.20 id, 0.33 micron; J&W
Agilent Technologies, Milano, Italia) e separati con una rampa che parte da 120°C e poi,
a 15°C/min raggiunge i 300°C per timanerci 1 minuto.
I risultati sono stati espressi in atom percent excess (MPE) di palmitato con la seguente
formula (75, 76)

(Incremento di delta nella DSPC)/ora*24/(delta delle urine *0.647059)

Dove 0.647059 ¢ il fattore di correzione per la incorporazione massima di deuteri in una

molecola di palpitato. Ogni campione ¢ stato analizzato in triplicato.

Isolamento e derivatizzazione della leucina dall’ SP-B

La frazioni 3 e 4 sono state unite, portate a secco e idrolizzate a 100°C per 24 ore con
0.5 ml di HCI 6N. Gli aminoacidi ottenuti sono poi stati derivatizzati nei loro derivati

N-acetyl-n-propilici (77).

Analisi in GC-MS della leucina dell’ SP-B

I campioni con la leucina derivatizzata sono stati iniettati in modalita splitless in una
colonna capillare HP-5 MS (60m, 0.25 id, 0.25 micron; J&W Agilent Technologies,
Milano, Italia). Gli arricchimenti sono misurati con un GC-MS (Voyager, Thermoquest,
Milano, Italia) e sono stati espressi in mol percent excess (MPE) in riferimento ad una

curva di calibrazione per 1C-leucina.

Arricchimento plasmatico della leucina

Cento microlitri di plasma sono stati deproteinizzati con acido sulfosalicilico (6% p/p) e
gli aminoacidi plasmatici sono stati derivatizzati secondo Husek (78). L’arricchimento

plasmatici della leucina ¢ stato misurato con le stesse modalita di quello della leucina

dell’ SP-B.
Arricchimento urinatio di 2H;Q

Cento microlitri di urina sono stati deproteinizzati con 3mg di acido sulfosalicilico, il

campione, lasciato in ghiaccio per 10 minuti, ¢ stato centrifugato per 10 minuti a 2100 g,
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il surnatante ¢ stato trasferito in una vial; 0.1pl del campione sono stati iniettati al TC-
EA/IRMS (Thermo Finnigan MAT, Brema, Germania) in triplicato.

I risultati sono stati espressi come & ’/, per ogni campione tenendo conto della
diluizione. Tali valori sono poi stati trasformati in APE in base ad una curva di

calibrazione (70).

Tutti 1 risultati sono stati espressi in MPE (arricchimento palmitato DSPC e
arricchimento “H,0O) o arricchimento leucina SP-B e leucina plasmatici) che
rappresentano, rispettivamente, 'aumento percentuale molecole (MPE) di tracciante

(H-palmitato e di 1°C-leucina) presenti nella DSPC e nella leucina.

CALCOLI
I seguenti parametri della DSPC e della SP-B del surfattante sono stati calcolati con I'uso
dell’acqua deuterata e della leucina come traccianti:

a. Fractional synthesis rate (FSR), rappresenta la frazione in percentuale di SP-B e
DSPC marcate, sintetizzate a partire dal loro pool totale (espressa come
petcentuale sintesi/giorno). Si ottiene dividendo la pendenza dellincremento
lineare dell’arricchimento dei traccianti per lo steady state dell’arricchimento det
traccianti per lo steady state dell’arricchimento plasmatico dei rispettivi traccianti
(606, 67,70, 71).

b. Tempo di secrezione (ST), definito come il tempo intercorso tra linizio
dell’infusione dei 2 traccianti e la loro prima comparsa misurabile nel prodotto
arricchito. Si calcola estrapolando sull’asse delle x la retta di regressione lineare
della porzione ascendente della curva di arricchimento isotopico nel tempo (66,
67,70, 71).

c. Tempo di picco (PT), ¢ lintervallo di tempo in cui Iarricchimento isotopico
della DSPC e della SP-B del surfattante dopo I'inizio dell’infusione isotopica (66,
67,70, 71).

d. Emivita (HL), ¢ l'intervallo di tempo in cui I'arricchimento isotopico della DSPC
o della SP-B si dimezza, ed ¢ stata calcolata dalla fase monoesponenziale della
curva di decadimento nel tempo (66, 67, 70, 71).

Le variabili cliniche sono espresse come valori individuali e come mediana e range

interquartile.
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RISULTATI

Abbiamo studiato 9 pazienti con ARDS/ALI e 7 soggetti di controllo.
La Tabella 1 mostra le caratteristiche cliniche e 1 parametri ventilatori dei pazienti presi

in esame.

Tabella I. Caratteristiche dei pazienti studiati: dati espressi come mediana e range interquartile

ARDS CONTROLLI
n=6 n=9 P
Maschi/Femmine (numero) 4/2 4/5

Eta (anni) 53%17 48+25 0,82
Peso corporeo (Kg) 80£17 65%17 0,07
Intubazione all’inizio dello studio (giorni) 3*1 1925 0,28
Intubazione totale (giorni) 18+7 91177 0,40
Durata dello studio (giorni) 7£1 812 0,75

Sopravvivenza a 30 giorni 100% 100%

PIP all'inizio dello studio (cmH,0O) 21%5 1314 0,03
PIP media durante lo studio(cmH,O) 20%5 1314 0,06
PEEP all’inizio dello studio(cmH,O) 913 2*1 <0,01

PEEP media durante lo studio(cmH,O) 9+2 3+0 <0,01
PaO,/FiO, all’inizio dello studio 194+068 416£95 <0,01
P20,/FiO, media durante lo studio 228+45 407163 <0,01
AaDO,* all'inizio dello studio (mmHg) 307+123 54+38 <0,01
AaDO, media durante lo studio (mmHg) 220%63 48130 <0,01

*AaDO,=Alveolat-arterial oxygen gradient

I’eta media ¢ comparabile nei due gruppi di pazienti, cosi come il peso
corporeo. Tra gli ARDS, 8 sono di tipo secondario (3 insorti in seguito a politrauma e 5
in seguito a complicanze dopo intervento chirurgico) e 1 ¢ di tipo primitivo; tra i
controlli, 2 sono stati ricoverati per politrauma, 3 per emorragia cerebrale e 1 per
overdose da stupefacenti. La sopravvivenza a 30 giorni dal termine dello studio ¢

risultata essere del 100%, sia tra i pazienti con ARDS sia tra i soggetti di controllo.

73



Tutti i pazienti con ARDS erano in ventilazione meccanica, mentre 3 dei
controlli erano in respiro spontaneo attraverso la tracheostomia; i pazienti con ARDS
sono stati intubati per 3=1 giorni prima dell’inizio dello studio, cosi come indicato nei
criteri di inclusione. Gli indici di ossigenazione, derivati dai parametri ventilatori e dalla
PaO, risultano essere diversi nei due gruppi, come atteso dal disegno dello studio.

La figura 3 riporta la curva della cinetica di arricchimento della SP-B e della DSPC di un

soggetto di controllo.
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Figura 3. Curve di arricchimento isotopico della DSPC SP-B del surfactant polmonare in un soggetto di
controllo.

La figura 4 riporta la curva della cinetica di arricchimento della SP-B e della

DSPC di un paziente con ARDS.
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Figura 4. Curve di arricchimento isotopico della DSPC e SP-B del surfactant polmonare in un
paziente con ARDS.
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In tabella I sono riportati i valori di FSR, ST, PTe HL di SP-B e di DSPC,

espressi come mediana e range interquartile.

Tabella II. Cinetica della SP-B e della DSPC del surfactant polmonare.

DSPC
ARDS Polmone normale
FSR (%/day) 3.90 [2.96-5.43] 3.35 [2.74-4.20]
ST (h) 10.10 [6.87-18.52] 16.07 [14.10-25.03]
PT (h) 84 [73-104] 78 [72-102]
SP-B
ARDS Polmone normale
FSR (%/day) 50 [32-64] 50 [37-70]
ST (h) 5.93 [3.27-6.24] 6.41 [4.72-6.51]
PT (h) 24 [18-24] 19.2 [23.5-24.0]
HL (h) 6.54 [5.82-13.15] 6.89 [5.59-8.54]
FSR=frazione di sintesi PT=tempo di picco

ST=tempo di secrezione HIL=emivita

La FSR della DSPC espressa in percentuale nelle 24 ore presenta una mediana
pati a 3.90 [2.96-5.43]%/die e 3.35 [2.74-4.20]%/die rispettivamente nei soggetti con
ARDS o ALI e senza patologia polmonare.

Il tempo intercorso dall’inizio dello studio, e quindi dal bolo di *H,O, alla
comparsa del tracciante nella DSPC (ST) presenta una mediana pari a 10.10 [6.87-18.52]
ore e 16.07 [14.10-25.03] ore rispettivamente nei pazienti con ARDS o ALI e senza
patologia polmonare.

Il massimo arricchimento isotopico della DSPC (PT), espresso come ore
dall’inizio dello studio, presenta in tutti i soggetti con ARDS o ALI un valore di 84 [73-
104] ore, nei soggetti senza patologia polmonare invece il valore medio ¢ pari a 78 [72-

102] ore.

La FSR media della SP-B ¢ pari a 50 [32-64]%/die e 50 [37-70]%/die
rispettivamente nei soggetti con ARDS o ALI e senza patologia polmonare.

L’ST della SP-B presenta un valore medio pari a 5.93 [3.27-6.24] ore nei pazienti
con ARDS o ALI e 6.41 19.2 [23.5-24.0] ore nei soggetti senza patologia polmonare.
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I1 PT della SP-B si ha dopo 24 [18-24] ore nei soggetti con ARDS o ALIL e dopo
28,81%8,9 ore in quelli senza patologia polmonare.
L’emivita della SP-B ¢ pari a 6.54 [5.82-13.15] ore e 6.89 [5.59-8.54] ore

rispettivamente nei pazienti con ARDS o ALI e nei soggetti senza patologia polmonare.
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DISCUSSIONE

In questo lavoro abbiamo studiato, per la prima volta, dati sulla cinetica e la
sintesi della SP-B e della DSPC misurate con isotopi stabili 7z vzvo nell’adulto. Per il ruolo
di primaria importanza che la SP-B e la DSPC svolgono nel mantenimento della
funzione del surfactant (1, 24), noi crediamo che questa metodica di studio possa
diventare uno strumento utile ed importante che permettera di acquisire nuove e
preziose informazioni sul ruolo di DSPC e SP-B nello studio della fisiopatologia

polmonare nell’'uomo.

E ben noto, da studi su modelli animali ¢ da studi in vivo nell’'uomo, che in
corso di ARDS il surfactant va incontro a un processo di inattivazione (61, 79, 80). 1
meccanismi conosciuti che contribuiscono all'inattivazione del surfactant sono 'edema
proteinaceo alveolare, Iidrolisi dei fosfolipidi del surfactant da parte della fosfolipasi A,
secretoria liberata dai macrofagi e dai leucociti neutrofili nello spazio alveolare, la
distruzione delle cellule alveolari di tipo II e il danno specifico alle proteine del
surfactant da parte delle proteasi rilasciate dai leucociti neutrofili (4, 81, 82).

Le alterazioni delle caratteristiche biofisiche e della composizione biochimica del
surfactant riportate da molti studi hanno suggerito 'uso di surfactant esogeno come
terapia nel’ARDS nel tentativo di supplirne la carenza in corso di ARDS e di convertire
I'inattivazione del surfactant. I risultati di trials clinici che hanno trattato con surfactant
soggetti con ARDS hanno fornito dati contrastanti (83, 84). Questi risultati suggeriscono
che altri meccanismi patogenetici oltre alla carenza di surfactant innescano il danno
polmonare e perpetuano I'inattivazione del surfactant.

Per tale motivo la misura della cinetica delle componenti specifiche del
surfactant costituisce un mezzo insostituibile per studiare la patogenesi del danno
polmonare.

I risultati indicano che i processi metabolici della DSPC e della SP-B hanno un
diverso andamento nel’ARDS ma anche nei soggetti di controllo. Mentre la produzione
di DSPC ¢ un processo lento che richiede alcuni giorni per un completo rinnovo del
pool, la produzione di SP-B ¢ un processo estremamente rapido e il rinnovo del pool

avviene in non piu di 24 h.
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La cinetica della DSPC nei soggetti con ARDS ¢ risultata inferiore solo dello
0.3% per giorno rispetto al gruppo di controllo, suggerendo che il processo di sintesi e
secrezione della maggior componente fosfolipidica del surfactant non ¢ inibito durante
la fase acuta del’ARDS. E’ comunque dimostrato che il pool della DSPC delle vie aecree
¢ circa 10 volte inferiore rispetto a soggetti senza malattia polmonare (nei pazienti con
ARDS ¢ 0,16 vs 1,31 mg/kg nei soggetti di controllo) (85). Se questo fosse vero anche
nei nostri pazienti la sintesi della DSPC sarebbe molto inferiore rispetto ai controlli, per
una minor diluzione isotopica del della DSPC-Palmitato deuterata. Ulteriori studi con
I'uso di isotopi stabili per via endovenosa ed endotracheale sono necessari per
confermare questa ipotesi (86). In ogni caso un minor pool-size di DSPC presente nei
polmoni dei pazienti con ARDS ¢ anche dovuto ad un’inattivazione della stessa a causa
del processo inflammatorio. Questo ¢ stato dimostrato in modelli animali con il
riscontro di un’aumentata attivita della fosfolipasi A2 e dell’acyl-CoA:lisofosfolipid-
aciltransferasi in topi con complicazioni polmonari da peritonite sperimentale (80);
probabili cause possono essere 'aumento della perossidazione degli acidi grassi e la
produzione di metaboliti tossici dell’ossigeno da parte dei macrofagi alveolari e dei

granulociti neutrofili (87-89).

Dal confronto dei dati relativi alla cinetica della SP-B nei soggetti con polmone
normale e con ARDS o ALI si puo notare solo una modesta diminuzione del tempo di
secrezione nei soggetti con ARDS, mentre la FSR, I'emivita e il picco di maggior
arricchimento sono sostanzialmente paragonabili nei due gruppi.

E’ ben noto pero che nel BAL di questi soggetti il pool di SP-B ¢ molto basso
(61, 79). Percio la FSR potrebbe essere piu bassa in valore assoluto perche il tracciante
viene diluito con un pool di SP-B minore. La diminuzione del pool-size di SP-B nei
pazienti con ARDS puo essere dovuta ad una diminuzione della sintesi della pro-SP-B:
durante il processo inflammatorio acuto, infatti, la sintesi della pro-SP-B ¢ inibita, come
dimostrato da studi su modelli animali che correlano un’aumentata attivita dell’ossido
nitrico sintasi 2 (NOS2) (90) e un’aumentata espressione di TNF-«, IL-1 o, I.-6 e IFN-
o (91) con una diminuita espressione di SP-B nel BAL di topi con ALI esposti
all’endotossina polisaccaridica (LPS); ¢ da notare pero che in questi lavori viene stimata
solo 'espressione del’'mRNA dell’'SP-B, e questo non permette di comprendere se a

valle di questo processo vi siano dei meccanismi di compenso alla diminuita espressione
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genica. Il nostro studio invece valuta la produzione del prodotto finale, cio¢ del’'SP-B
dimerica secreta e presente sulla superficie alveolare.

Si puo inoltre ipotizzare che la proteina SP-B nel’ARDS/ALI sia ridotta non
tanto per un’inibizione del processo metabolico cellulare, bensi per linattivazione/lisi
del’SP-B matura sulla superficie alveolare, che puo essere attaccata da enzimi litici o da

radicali liberi dell’ossigeno secreti dalle cellule infiammatorie (37).

Limiti dello studio

Sicuramente il numero di pazienti studiati ¢ troppo piccolo per poter fare
qualsiasi considerazione clinica basata sull’evidenza. Il principale messaggio sorretto
dalla mia tesi vuole essere che ¢ possibile misurare la cinetica della DSPC e della SP-B 7»
vivo nell’'vomo con la tecnica che si avvale dell’uso di isotopi stabili, e inoltre che risultati
ripetibili e confrontabili possono essere ottenuti nello stesso tipo di pazienti.

Per questa tesi non ci ¢ stato possibile analizzare gli indici inflammatori per
valutare il grado di infiammazione polmonare; studi futuri saranno indirizzati a
dimostrare nel’'uomo la correlazione diretta tra i meccanismi di flogosi polmonare e le

alterazioni nella cinetica del surfactant.
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