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L’autismo comprende un insieme di disturbi del neurosviluppo con esordio precoce, classificati come Disturbi
Pervasivi dello Sviluppo e piu recentemente circoscritti all’interno della definizione Disturbi dello Spettro Autistico
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trattamento e la pianificazione dei servizi dedicati, insieme alla necessita di promuovere la ricerca di base, la ricerca
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INTRODUZIONE

Aldina Venerosi, Flavia Chiarotti
Dipartimento di Biologia Cellulare e Neuroscienze, Istituto Superiore di Sanita, Roma, Italia

L’autismo ¢ un disturbo cronico con esordio infantile che si manifesta con gradi diversi di
disabilita, che possono esitare nella non autosufficienza. Si rende percid necessaria fin dal
momento della diagnosi un’azione integrata e multidisciplinare con una prospettiva di
intervento che copra I’intero arco della vita della persona. La stima mondiale di prevalenza dei
disturbi pervasivi dello sviluppo, di cui il disturbo autistico fa parte, ¢ di circa 1:150. Questo
dato ¢ indice della rilevanza socio-sanitaria della condizione degli “autismi” a livello globale. Il
documento conclusivo dei lavori del Tavolo dell’ Autismo, tenutosi presso il Ministero della
Salute dal maggio 2007 al gennaio 2008, aveva ben delineato le principali priorita e la necessita
di azioni specifiche, ancora oggi valide e urgenti. Prima fra tutte vi ¢ la necessita di intensificare
lo sforzo per coprire i bisogni di salute e di vita delle persone con autismo, attraverso un
approccio multidisciplinare che veda la diffusione capillare su tutto il territorio nazionale della
capacita di diagnosi precoce e dell’appropriatezza dei servizi nell’assistenza lungo tutto 1’arco
della vita. Questo implica la definizione dei percorsi assistenziali e 1’incremento di operatori
formati in maniera specifica per 1’autismo. E inoltre prioritario incrementare Dattivita di
informazione/formazione ¢ di counseling destinata alle famiglie. In maniera equivalente &
necessario intensificare 1’attivita di ricerca per ottenere un avanzamento nella comprensione
dell’origine e dello sviluppo di questi disturbi, ma anche per aumentare le evidenze scientifiche,
ad esempio sull’efficacia dei trattamenti farmacologici e non, a sostegno delle scelte di cura.

L’intervento integrato per i disturbi generalizzati dello sviluppo € un presupposto necessario
per garantire il diritto alla salute, all’istruzione e alla partecipazione che, prima come bambini e
poi come adulti, hanno le persone affette da questi disturbi. La costituzione di reti di intervento
deve necessariamente interessare le realta territoriali locali, poiché per le famiglie la presenza e
la facile accessibilita a servizi di salute e di educazione che abbiano competenze specifiche ha
una ricaduta immediata sulla qualita della loro vita. Una rete di assistenza “sotto casa”, inoltre,
potenzia il valore abilitativo dell’intervento che, se iniziato in fase precoce, aumenta 1’efficacia
nell’acquisizione di autonomie nelle azioni quotidiane (mangiare, lavarsi, vestirsi, e cosi via), e
puo migliorare in maniera significativa I’esito del disturbo in termini di competenze cognitive e
sociali. La dimensione organizzativa locale non deve pero sfuggire a un principio di universalita
e omogeneita che deve caratterizzare il servizio sanitario. La predisposizione di linee guida che
definiscano sulla base dell’evidenza I’insieme delle raccomandazioni relative alla diagnosi, al
trattamento e all’organizzazione della presa in carico, ¢ di rilevante importanza per garantire in
maniera omogenea su tutto il territorio nazionale 1’accesso e 1’appropriatezza degli interventi.
Lo strumento tecnico delle linee guida non ¢ da solo sufficiente a determinare lo sviluppo delle
reti di intervento: sara compito del dialogo istituzionale determinare un accordo tra Stato e
Regioni che permetta di dare concreta attuazione sul territorio ai percorsi assistenziali
individuati come rispettosi dei bisogni quotidiani e appropriati in termini di efficacia ed
efficienza.

L’Istituto Superiore di Sanita (ISS) ¢ impegnato, come sottolineato dal documento di
indirizzo prodotto a partire dal Tavolo Ministeriale dell’ Autismo del 2008, a contribuire a tutte
queste necessita, in quanto istituzione tecnico-scientifico del sistema sanitario. Coerente con
questo obiettivo ¢ da ricordare la recente costituzione in ISS del Gruppo interdipartimentale
sull’Autismo, collettore di ricercatori in neuro e psicobiologia (Dipartimento di Biologia
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Cellulare e Neuroscienze), epidemiologia e psichiatria (Centro Nazionale di Epidemiologia,
Sorveglianza ¢ Promozione della salute, Centro Nazionale delle Malattie Rare), pediatria e
farmacologia (Dipartimento del Farmaco), coinvolti nelle varie attivita dell’Istituto sui temi
dell’autismo. Il Gruppo ¢ impegnato nella promozione di attivita a carattere tecnico-scientifico
che siano di supporto alle politiche sanitarie implicate nell’autismo, al fine di contribuire alla
ricerca delle cause, alla definizione nosografica, al miglioramento della qualita dei percorsi
assistenziali e quindi alla qualita della vita delle persone che presentano questo disturbo e delle
loro famiglie. E di recente pubblicazione il portale “Disturbi dello Spettro Autistico”
(www.iss.it/auti) dove ¢ possibile reperire informazioni sulle attivitda principali condotte
dall’ISS sulle tematiche dell’autismo. Tra i risultati dell’impegno del nostro Istituto in tema di
autismo si colloca il presente Rapporto. Esso nasce dai lavori del convegno internazionale
Autism from research to policy tenutosi presso 1’ISS a ottobre del 2010 e organizzato dal
Dipartimento di Biologia Cellulare e Neuroscienze in collaborazione con il Gruppo Autismo,
evento da considerarsi in continuita con il precedente convegno nazionale tenutosi nel marzo del
2009 (Autismo e Sindromi Correlate: la realta dei servizi e della ricerca italiana, 16 marzo 2009
- Istituto Superiore di Sanita).

I contributi contenuti in questo volume rappresentano in maniera significativa i temi portanti
e piu avanzati nel campo dell’autismo su cui sono attualmente impegnati il mondo della ricerca,
le societa scientifiche, le associazioni dei familiari e le istituzioni. Con questo volume
intendiamo contribuire alla diffusione di tali attivita ed essere di stimolo affinché I’impegno si
possa tradurre in azioni concrete, che aumentino la capacita di rispondere ai bisogni quotidiani
che i disturbi dello spettro autistico pongono, e mettano le basi per lo sviluppo di terapie efficaci
che possano diminuire se non prevenire lo sviluppo di questa condizione.



Prima sezione

Eziopatogenesi dell’autismo: recenti acquisizioni
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EPIDEMIOLOGIA DEI DISTURBI DELLO SPETTRO
AUTISTICO: STIME DI PREVALENZA E ANDAMENTO
NEL TEMPO ~

Eric Fombonne
Canada Research Chair in Chair Psychiatry, Dept. Psychiatry, Montreal Children’s Hospital, McGill
University, Montreal, Canada

Negli ultimi anni sono stati realizzati vari studi epidemiologici sui Disturbi Generalizzati
dello Sviluppo (DGS, anche indicati con PDD da Pervasive Developmental Disorders). Tra il
1966 e il 2010 sono state pubblicate 62 indagini, con diverso disegno e dimensione
campionaria. Gli studi piu recenti suggeriscono che la prevalenza per tutte le forme di DGS sia
intorno al 7/1000. Gli ultimi dati forniti dai CDC, relativi a un’indagine condotta nel 2006 in 11
stati USA in bambini di 8 anni, stimano la prevalenza di Disturbi dello Spettro Autistico (DSA)
intorno al 9/1000. La prevalenza del disturbo di Asperger (DA) non ¢ chiaramente determinata,
anche se un dato preliminare la colloca intorno all’1/1000. I disturbi disintegrativi dell’infanzia
sono estremamente rari, e la stima di prevalenza mediata su diversi studi si aggira intorno al
2/100.000. Esaminando 1’andamento nel tempo dei tassi stimati di DSA si pud notare un
aumento molto consistente, che ha portato a parlare di epidemia di autismo. Diverse possono
essere le spiegazioni del fenomeno: (i) uso della prevalenza rispetto all’incidenza, (ii) variazioni
nella definizione dei casi e nei metodi per la loro rilevazione, (iii) anticipazione dell’eta alla
diagnosi, (iv) problemi legati al disegno e alla potenza statistica degli studi.

Nel caso di patologie croniche caratterizzate da lunga sopravvivenza, come i DSA, la
prevalenza ¢ ovviamente piu alta dell’incidenza, e quindi ['uso di uno e dell’altro indicatore
porta a stime molto diverse della diffusione della patologia. L’anticipazione della diagnosi,
portando a un allungamento della durata di malattia, contribuisce ad aumentare la prevalenza, e
quindi il divario tra essa e I’incidenza.

Anche la transizione tra il Diagnostic and Satistical Manual of Mental Disease DSM-III al
DSM-1V (e in futuro al DSM-V), 1’adozione dell’International Classification of Disease ICD-
10, lo sviluppo e I’introduzione di strumenti per la diagnosi come ’ADOS, I’ADI e il CARS, e
di strumenti per lo screening precoce come Il First Year Inventory e il M-CHAT, possono
spiegare parte dell’aumento della sindrome, avendo portato a modifiche nei criteri per la
definizione di caso di DSA. In uno studio condotto in California, Croen €t al. (1) mostrano
come all’aumento delle diagnosi di DSA abbia corrisposto una quasi equivalente diminuzione
nelle diagnosi di Ritardo Mentale. In uno studio ancora in pubblicazione, King e Bearman
hanno replicato tali risultati, arrivando a concludere che il 25% del carico di diagnosi di
Autismo presso il Dipartimento dei Servizi per lo Sviluppo (Department of Developmental
Services DDS) sia dovuto allo spostamento da Ritardo Mentale a DSA. In uno studio di
popolazione condotto in Finlandia (Northern Finland Survey), Kielinen et al. (2) mostrano
come 1’uso di diversi criteri per la diagnosi possa portare a stime del tasso di DSA che variano
da 2,3 a 7,6/10.000. Confrontando infine 4 indagini condotte in UK, si pud vedere come il tasso
di DPS vari da 10,1 a 62,6/10.000 a seconda del metodo utilizzato per la rilevazione dei casi

" Titolo originale Epidemiology of autism spectrum disorders: rates and trends. Resoconto in italiano a cura
di Flavia Chiarotti, Dipartimento di Biologia Cellulare e Neuroscienze, ISS.
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(screening precoce e identificazione al follow-up, indagini condotte presso le famiglie, banche
dati per scopi amministrativi).

La maggior parte degli studi epidemiologici oggi disponibili non fornisce informazioni
sufficienti per poter valutare 1’andamento dei DSA, sebbene sembri dimostrato che fattori
metodologici spieghino una parte sostanziale dell’aumento del tasso di prevalenza, che a
tutt’oggi non pud perd essere interpretato come evidenza di un aumento di incidenza.
Quest’ultimo non pud comunque essere escluso, ma sono necessari dati epidemiologici adeguati
per poter confermare o confutare questa ipotesi.

In conclusione:

— 1 DSA sono tra i disturbi del neurosviluppo piu frequenti;

— Dlaumento della prevalenza si ¢ manifestato in coincidenza con variazioni nei criteri

diagnostici e ’aumento della consapevolezza;

— ¢ opportuno che vengano sviluppati sistemi di sorveglianza per poter evidenziare future

variazioni nell’incidenza dei DSA.

Bibliografia
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MODELLI ANIMALI DI AUTISMO:
UN APPROCCIO TRASLAZIONALE

Maria Luisa Scattoni, Caterina Michetti, Alessia De Felice, Laura Ricceri
Dipartimento di Biologia Cellulare e Neuroscienze, I stituto Superiore di Sanita, Roma, Italia

| disturbi dello spettro autistico

“The children of our group have all shown their extreme
aloneness form the very beginning of life, not responding to
anything that comes to them from the outside world”.

Leo Kanner, (1)

Leo Kanner, psichiatra emigrato dall’Europa Centrale negli Stati Uniti dopo la prima guerra
mondiale e fondatore del primo centro di psichiatria infantile alla prestigiosa universita Johns
Hopkins di Baltimora, nel 1943 descrisse per la prima volta dei bambini autistici come bambini
che avevano mostrato fin dall’inizio della loro vita la loro estrema solitudine, non rispondendo a
nessuno stimolo che provenisse dal mondo esterno.

I Disturbi dello Spettro Autistico (DSA), un insieme relativamente eterogeneo di disturbi
dell’eta evolutiva (Autismo, Sindrome di Asperger ¢ Disturbi Pervasivi dello Sviluppo Non
Altrimenti specificato), colpiscono le funzioni comunicative e sociali fin dai primi anni di vita.
Le stime piu recenti indicano una prevalenza di circa 1:150 bambini, con i maschi
maggiormente colpiti (rapporto maschio femmina 4:1). Anche se 1’eziologia dell’autismo
rimane tuttora sconosciuta, le evidenze scientifiche indicano un ruolo preponderante dei fattori
genetici. Gli studi sui gemelli e sulle famiglie hanno suggerito una vulnerabilita genetica di base
per i DSA (2). Nell’ambito di studi genetici di associazione sono stati identificati circa 25 geni
candidati per [D’autismo tra cui alcuni codificanti per recettori o trasportatori di
neurotrasmettitori/neuropeptidi (es. subunita beta 3 del GABA, 5-HTT, ossitocina), e altri
codificanti per proteine che hanno un ruolo nella funzionalita sinaptica (es. neurolighina, shank,
synapsina) (3). Tra i geni candidati sono anche presenti geni noti per essere responsabili di
patologie del neurosviluppo con elevata comorbilita con 1’autismo (es. FMR1 per la sindrome
dell’X-fragile, MECP2 per la Sindrome di Rett, TSC1 e TSC2 per la Tuberosclerosi).

L’identificazione di questi geni candidati ha comportato la messa a punto di modelli
sperimentali per lo studio del ruolo fisiologico giocato da questi singoli geni. Sono state quindi
generate diverse linee genetiche murine di cui sono stati caratterizzati non solo aspetti
neurobiologici ma anche comportamentali. Questi modelli sperimentali sono stati realizzati
nella specie topo poiche preferibilmente in questa specie ¢ possibile effettuare manipolazioni
genetiche selettive dell’oocita che esitano in linee genetiche stabili e riproducibili. Inoltre la
specie umana e murina condividono il 99% del loro corredo genetico, presentano somiglianze
nella anatomia delle strutture cerebrali, nella biochimica e nei parametri elettrofisiologici a
livello del sistema nervoso centrale consentendo quindi la valutazione di questi modelli
sperimentali in un’ottica traslazionale. Poiché I’Autismo ¢ principalmente definito mediante
I’identificazione di deficit comportamentali nell’interazione sociale, nella comunicazione
verbale e non verbale e per la presenza di attivita e interessi ripetitivi e stereotipati, nei modelli
sperimentali di autismo lo studio del fenotipo comportamentale ¢ stato, e continua ad essere, di
fondamentale importanza.
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Caratterizzazione del fenotipo comportamentale
in un modello murino per i disturbi dello spettro
autistico

L’autismo ¢ un disturbo pervasivo dello sviluppo la cui sintomatologia compare intorno al
secondo/terzo anno di vita del bambino e sembrerebbe causato dall’interazione tra una
predisposizione genetica e¢ fattori ambientali. Questa doppia natura spiegherebbe la vasta
eterogeneita del disturbo, che secondo il Manuale Diagnostico e Statistico dei disturbi mentali
(Diagnostic and Satistical Manual of mental disorders, DSM-IV-TR) ¢ caratterizzato da
peculiari alterazioni in tre ambiti:

1. deficit nelle interazioni sociali;

2. deficit nella comunicazione;

3. modelli stereotipati e ripetitivi nell’ambito di comportamenti, interessi e attivita.

Oltre ai tre sintomi principali vi si possono aggiungere disabilita supplementari, quali: ritardo
mentale, epilessia, sindrome dell’X fragile, sclerosi tuberosa, ansia e depressione.

Nella specie topo, specie di elevata socialita, le attivita comportamentali di tipo sociale sono
piuttosto costanti ed etologicamente quantificabili: investigazione sociale di un cospecifico non
familiare, presenza di nidi comuni, tendenza a rimanere raggruppati, cure parentali, comportamenti
aggressivi verso intrusi, comportamento di gioco, sequenze comportamentali nell’approccio
sessuale. Poiché le interazioni tra cospecifici sono facilmente misurabili (4), uno studio condotto su
numerosi ceppi inbred (ovvero composti da individui geneticamente identici) ha evidenziato
differenti livelli di socialita; tra le 10 linee genetiche inbred analizzate, quella dei topi BTBR mostra
ridotto interesse per i cospecifici (5). Successivamente, risultati di diversi test comportamentali,
hanno confermato nei BTBR bassi livelli di approccio sociale, bassi livelli di interazione sociale,
scarsa preferenza per la novita e alterazioni del gioco in eta preadolescenziale e adolescenziale,
candidando questo ceppo murino a modello sperimentale dei DSA. Va considerato tuttavia che
analisi del fenotipo comportamentale simili a quelle condotte nei BTBR sono state estese con
profitto anche a linee murine geneticamente modificate in cui ¢ stato selettivamente deleto uno dei
cosiddetti geni candidati per I’autismo (6).

Nei BTBR, i livelli di approccio sociale sono stati misurati nel test del social approach (7-9),
che si svolge collocando I’animale test in una gabbia centrale collegata a due gabbie laterali, una
contenente un animale non familiare, 1’altra un oggetto inanimato e registrando i tempi di
permanenza dell’animale nella gabbia contenente il cospecifico non familiare e di sniffing nei
confronti dello stesso. I topi BTBR mostrano una riduzione in questa attivita rispetto ad altri
ceppi tra cui i C57BL6/J (B6), uno dei piu ceppi inbred piu utilizzato nella ricerca biomedica.

Con lo stesso apparato si puo valutare la preferenza per la novita sociale, con la differenza
che la scelta a cui viene sottoposto il soggetto sperimentale € tra un cospecifico gia familiare e
uno non familiare. Topi BTBR, confrontati ad altri ceppi, non mostrano una riduzione nel tempo
speso nella gabbia contenente il soggetto non familiare, tuttavia manifestano livelli minori di
sniffing di tale soggetto.

L’interazione sociale viene valutata misurando i comportamenti (quali sniffing, following,
allogrooming) durante un’interazione tra animali liberi di muoversi (10). In questo tipo di
indagine i BTBR manifestano un basso livello di comportamenti sociali rispetto ad altri ceppi.

Lo studio relativo al secondo sintomo autistico, il deficit comunicativo, risulta piu
complesso, a causa della duplice modalita di comunicazione dei roditori, essendo mediata sia da
elementi olfattivi (11) tra cui feromoni (12, 13), che da vocalizzazioni ultrasoniche (14). Per
quanto riguarda queste ultime, tuttavia negli ultimi anni si & beneficiato di significativi
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miglioramenti metodologici e innovazioni tecnologiche che consentono ora un’analisi assai piu
dettagliata che in passato (vedi paragrafo successivo).

In relazione al terzo sintomo dell’autismo, i comportamenti ripetitivi, nel modello animale
sono stati registrati livelli elevati di self-grooming (autopulizia del pelo) in topi BTBR sia
adolescenti che adulti (7). Inoltre, in un test di esplorazione di una serie di fori praticati su una
lastra (exploratory hole-board task) i topi BTBR mostrano un’esplorazione limitata ad alcuni
fori, uno in particolare, non associata a livelli di attivita locomotoria alterata (8), e in sostanziale
accordo con dati umani che evidenziano una scarsa tendenza all’esplorazione nel bambino
autistico (15).

Sono stati inoltre riscontrati deficit nel ceppo BTBR anche durante il test del labirinto ad
acqua di Morris (8), in cui si valutano sia memoria e apprendimento spaziale che la flessibilita
nel reagire a un cambiamento rispetto ad un’abitudine acquisita; anche queste alterazioni a
carico della flessibilita comportamentale appaiono in accordo con la resistenza alle modifiche
nella routine, tipica del disturbo. L’osservazione comportamentale del ceppo BTBR si ¢ estesa
anche ai sintomi secondari, associati al disturbo autistico: sono stati condotti studi su
comportamenti legati a stati ansiosi, utilizzando i test di esposizione ad un’arena (open field) e
ad un test del labirinto a croce con bracci aperti e chiusi (elevated plus maze). In entrambi gli
esperimenti, topi BTBR non si discostano dai profili comportamentali mostrati da altri ceppi (7,
8), mentre mostrano profili ansiosi nello stesso test se vengono precedentemente esposti ad un
breve stimolo stressante di sospensione per la coda (tail suspension) (16). Inoltre nello stesso
studio sono stati rilevati valori significativamente piu elevati di corticosterone nei BTBR
rispetto ai C57, sia dopo il solo test dell’elevated plus maze, sia dopo lo stesso test preceduto
dall’evento stressante, suggerendo che un alto livello di responsivita allo stress possa essere
strettamente associato con lo sviluppo del fenotipo BTBR.

Studio dei deficit comunicativi in un modello animale
di disturbi dello spettro autistico

I roditori emettono vocalizzazioni ultrasoniche durante tutto il corso della vita e in diversi
contesti sociali. Gli ultrasuoni sono stati registrati durante il periodo neonatale, in seguito a
breve isolamento dalla madre, nel periodo adolescenziale durante la fase di gioco e in fase
adulta durante il corteggiamento e I’investigazione sociale di un conspecifico (Figura 1). Le
vocalizzazioni ultrasoniche sono state pertanto interpretate, sin dalla loro prima descrizione,
come un comportamento associato alla comunicazione (17).

Ridotte o inusuali vocalizzazioni ultrasoniche nei topi possono quindi offrire un importante
strumento di base per validare in modelli sperimentali il secondo core symptom dell’autismo,
ossia la presenza di deficit nella comunicazione. A questo proposito ¢ stato studiato il repertorio
vocale e sociale dei topi BTBR durante lo sviluppo e in differenti contesti sociali.

Nei modelli animali di disordini del neurosviluppo risulta essere molto importante condurre
analisi fenotipiche comportamentali durante la fase precoce dello sviluppo, sia per documentare
I’esordio preciso della sintomatologia, che per identificare segnali transitori e fornire endpoints
da utilizzare in seguito nella validazione di interventi terapeutici precoci. In questa prospettiva
di messa a punto di fenotipo “precoce” di alterazioni comportamentali, la valutazione delle
vocalizzazioni ultrasoniche nel neonato gioca un ruolo particolarmente rilevante.
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Figura 1. Sonogrammi di vocalizzazioni emesse da topi C57BL/6J
a differenti eta e in differenti contesti sociali. Neonati. Vocalizzazioni ultrasoniche emesse da
neonati di 8 giorni di eta separati dalla madre e dai fratelli di nidiata. Adoloscenti. Vocalizzazioni
ultrasoniche emesse da topi di 30 giorni di eta riuniti con cospecifici dopo 24 ore di isolamento
sociale. Adulti: interazioni sociali tra femmine. Vocalizzazioni ultrasoniche emesse da una femmina
residente in presenza di una femmina non familiare dopo 72 ore di isolamento sociale. Adulti:
interazioni sociali tra maschi. Vocalizzazioni ultrasoniche emesse da maschi adulti dopo 72 ore di
isolamento sociale. Adulti: fase di corteggiamento. Vocalizzazioni ultrasoniche emesse dal
maschio venti secondi dopo aver introdotto nella gabbia una femmina sessualmente recettiva. Il
simbolo '@ lungo I'asse delle X indica le vocalizzazioni udibili emesse dalla femmina
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I dati relativi agli esperimenti condotti su topi in fase neonatale (Figura 2) mostrano che
piccoli del ceppo BTBR, allontanati dalla propria madre rispettivamente nei giorni 2, 4, 6, 8, 12
di vita post-natale emettono numerose e pit lunghe vocalizzazioni ultrasoniche rispetto a quelle
emesse dai B6. Il numero delle vocalizzazioni totali emesse dai BTBR ¢ maggiore se comparato
a quello emesso da altri ceppi, quali 129X1 ¢ FVB. Le vocalizzazioni dei BTBR mostrano
inoltre ridotti picchi di frequenza rispetto a quelli degli altri tre ceppi e un elevato picco di
ampiezza rispetto ai neonati del ceppo B6, suggerendo quindi la presenza di differenze anche
qualitative nelle vocalizzazioni dei quattro ceppi considerati (18).

Vocalizzazioni ultrasoniche neonatali

Numero di vocalizzazioni Durata (ms) 3 g‘?‘BR
4 129X1
; < FVBINJ
1204 60 -
80 40

40- 20 1 6\0\0__\
2 4 6 8 12 2 4 6 8 12
giorno divita postnatale

Figura 2. Vocalizzazioni ultrasoniche emesse dai piccoli appartenenti ai ceppi BTBR, C57BL/6J
(B6),129X1 e FVB. Nel pannello di sinistra il numero, in quello a destra la durata in millisecondi
(ms) delle vocalizzazioni registrate ai giorni 2, 4, 6, 8 e 12 di vita postnatale durante una sessione di
isolamento sociale di 5 minuti. | dati riportati sono medie + ESM, N= 20 in ciascun ceppo, (un
maschio e una femmina da ciascuna nidiata)

Sono state inoltre effettuate analisi qualitative dei sonogrammi che hanno portato
all’identificazione di 10 categorie di vocalizzazioni emesse dai neonati (18) basate su variazioni
di frequenza, lunghezza e forma (Figura 3, pannello superiore). Nell’analisi spettrografica
condotta selettivamente al giorno 8 su piccoli dei quattro ceppi ¢ emerso come il repertorio delle
vocalizzazioni nel ceppo BTBR sia piu limitato di quelli degli altri ceppi poiché vengono
principalmente utilizzate solo quattro delle dieci categorie (Figura 3, pannello inferiore).

11
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Vocalizzazioni ultrasoniche neonatali

Chevron Harmonic Upward Downward Complex
kHz kHz kHz KkHz Kz
1001 1001 100 7 1001 \\ 100
751\ 751 75 4 754 75 r\/\ﬁ\f
501 501 504 50+ 50
251 251 254 254 2
Short Two-syllable Flat Composite Frequency step
kHz kHz kHz kHz kHz =
1004 _ 100+ 1004 00 T 100
~ —_— X - —
754 751 Bl 754 75 75
504 50 4 504 50 —_— 50 fiRre:
251 251 254 25 25
FVB/NJ 129/8w)
™%
5% .s&
f
1 4
1§33 \
el
b4
%
[0 chevron O shat [[] composite [l Upwand ] Frequenzysteps
[l Harnonics Complex O Dowwad [l FRat B Two-syllables

Figura 3. Vocalizzazioni ultrasoniche emesse dai piccoli appartenenti ai ceppi BTBR, C57BL/6J
(B6),129X1 e FVB. Pannello superiore: classificazione dei sonogrammi in dieci categorie basate su
variazioni di frequenza, lunghezza e forma; Pannello inferiore: grafici a torta raffiguranti il repertorio

vocale dei 4 ceppi (percentuali delle dieci categorie di vocalizzazioni emesse da ogni ceppo)

Successivamente i BTBR sono stati studiati in fase adulta (due mesi di etd) in un paradigma
sperimentale di interazione maschio-femmina, con il maschio libero di interagire con una
femmina sessualmente recettiva (durata del test 5 minuti). In questo caso, contemporaneamente
alle vocalizzazioni, sono state registrate anche frequenze e durate di alcuni comportamenti
mostrati dal maschio: comportamenti esplorativi non-sociali quali locomozione nella gabbia,
esplorazione dell’ambiente sperimentale (rearing: sollevamento sulle zampe posteriori) e
selfgrooming (auto pulizia del pelo); comportamenti di investigazione sociale (annusamento del
corpo della femmina suddiviso in regione della testa, resto del corpo, e area ano-genitale).

12
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Gli animali testati hanno mostrato livelli comparabili di comportamenti esplorativi,
indicando I’assenza di disfunzioni locomotorie che avrebbero potuto influenzare i dati relativi
alle analisi dei repertori sociali. I maschi BTBR hanno mostrato ridotti livelli di investigazione
sociale verso la femmina come indicano i bassi livelli di annusamento dell’area anogenitale e il
basso numero di vocalizzazioni ultrasoniche emesse rispetto ai B6 (Figura 4). E importante
anche notare che, in analogia a quanto descritto per le vocalizzazioni neonatali, il repertorio di
vocalizzazioni emesso dai BTBR nella fase adulta presenta delle anomalie rispetto ai B6: una
delle categorie di vocalizzazioni usata frequentemente dai BTBR, la “non strutturata”, non ¢ mai
stata osservata fra le vocalizzazioni emesse dai B6 e il numero di categorie utilizzate da loro
utilizzate ¢ nuovamente limitato a solo 4/5 categorie (10).

a. Frequenza dl annusamsnts b. Duratadi annusamsnto ¢. Mumere divecalizzazioni
LLF D m | ]
[[¥ £
g Il BTBR »
e AR g 3
H £ f
HI i g
* R ks 2 wa *

Figura 4. Interazione sociale tra un maschio e una femmina sessualmente recettiva dello stesso
ceppo (sessione di 5 minuti). Pannello a) frequenza di annusamento, pannello b) durata di
annusamento, pannello ¢) numero di vocalizzazioni ultrasoniche. | dati sono espressi come medie
+ ESM. N=12 per ogni ceppo **p<0,001 e **p<0,01

I topi BTBR sono un ceppo inbred che manifesta anomalie del comportamento sociale e alti
livelli di self-grooming stereotipato, tratti che sono alla base del primo e del terzo criterio
diagnostico della patologia dell’autismo. Piu recentemente i risultati dei nostri esperimenti
hanno mostrato come in topi BTBR sia durante la fase neonatale che in quella adulta siano
presenti anomalie nelle vocalizzazioni ultrasoniche assimilabili a deficit di tipo comunicativo
(in analogia con il secondo criterio diagnostico per i DSA). Il quadro relativo a tali anomalie ¢
perd diverso nelle fasi neonatale e adulta. In fase neonatale si riscontrano, rispetto agli altri
ceppi, un elevato numero di vocalizzazioni, un piu limitato repertorio vocale e la presenza di un
tipo di vocalizzazione (armonica) non osservata negli altri ceppi. Nella fase adulta, e in
particolare nelle vocalizzazioni emesse dal maschio in presenza di una femmina si riscontra
invece una riduzione del numero delle vocalizzazioni, di nuovo un repertorio vocale piu limitato
e di nuovo la presenza di un tipo di vocalizzazione (non-strutturata) non osservata nei B6 che fa
ipotizzare la presenza di pattern inusuali di vocalizzazioni nei topi BTBR durante tutto 1’arco
della vita.

Limitatamente alla fase adulta, i risultati mostrano anche 1’esistenza di patterns specifici di
investigazione sociale e di vocalizzazioni ultrasoniche nei ceppi murini BTBR e B6. In tutti i
contesti sociali analizzati, i topi adulti BTBR mostrano infatti una riduzione nell’investigazione
sociale accompagnata da un basso livello di emissioni ultrasoniche. Questi risultati supportano
fortemente la validita di questo approccio metodologico per 1’analisi simultanea di due aspetti
del repertorio sociale del topo: motivazione e comunicazione sociale.

13
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Metodi non invasivi per la diagnosi precoce dei disturbi
dello spettro autistico: suggerimenti dai modelli animali

Le vocalizzazioni dei roditori neonati includono alcune proprieta che suggeriscono una
somiglianza con la funzione del pianto dei neonati umani, soprattutto per quanto concerne la
richiesta di cure materne. Molti studi indicano infatti che 1’emissione di vocalizzazioni in
concomitanza alla separazione materna sia necessaria per attivare quelle risposte acustiche e
neurofisiologiche alla base dei comportamenti materni ¢ pertanto abbiano una loro efficacia
comunicativa.

Sfortunatamente i DSA possono essere diagnosticati in modo attendibile per lo piu entro il
terzo anno d’eta, anche se alcuni genitori riferiscono di anomalie gia nel primo anno di vita. Sin
dalle prime descrizioni della sindrome autistica, ¢ apparso evidente come alcune difficolta
interattive e comunicative siano presenti, seppur in forma lieve, gia nei primi mesi di vita,
associate ad alterazioni, pitt 0 meno sfumate, nello sviluppo motorio, percettivo e sensoriale.
Nonostante le informazioni sui primi due anni di vita di bambini che sono stati successivamente
diagnosticati con DSA siano ancora parziali, gli studi finora eseguiti hanno permesso di mettere
in luce alcuni segnali precoci del disturbo, sulla base dei quali ¢ oggi possibile formulare un
sospetto diagnostico e ipotizzare I’inizio di interventi terapeutici. L’interesse per quanto avviene
nei primi due anni di vita di questi bambini ¢ motivato dall’evidenza che una diagnosi precoce e
un tempestivo intervento riabilitativo, ancor prima che il disturbo si esprima nella sua pienezza,
possono significativamente ridurne I’interferenza sul successivo sviluppo neuropsicologico,
limitando 1’espressione dei sintomi. La comparsa di qualunque segnale suggestivo di un DSA,
del resto, costituisce di per sé un valido motivo per sottoporre il bambino ad una valutazione
specialistica.

Recentemente, la ricerca nel campo dei DSA si ¢ indirizzata verso lo studio delle prime fasi
di sviluppo dei fratelli minori di bambini con DSA, evidenziando alcune anomalie riconducibili
alla sindrome autistica (19). Il motivo principale per cui ricercatori ¢ clinici hanno iniziato ad
interessarsi alla popolazione dei fratelli minori ¢ dato dal maggior rischio che essi hanno di
sviluppare a loro volta un DSA o un altro disturbo evolutivo delle competenze interattive e
comunicative, come ad esempio un ritardo della comparsa del linguaggio. Se la prevalenza
generale di bambini che ricevono una diagnosi di DSA o che presentano caratteristiche simili
ma meno accentuate ¢ stata recentemente stimata essere di 1 su 150 bambini, nella popolazione
rappresentata dai fratelli minori di bambini con DSA la possibilitd che questi sviluppino lo
stesso disturbo sale a 1 su 10, con un rischio oltre 10 volte maggiore rispetto alla popolazione
generale. Per tale ragione, i fratelli minori di bambini con DSA sono considerati bambini ad alto
rischio.

Un secondo motivo, non meno importante, ¢ che lo studio precoce dello sviluppo dei fratelli
di bambini con DSA sembra poter fornire informazioni preziose sulle caratteristiche di base di
questo disturbo, a prescindere dalla comparsa o meno di un DSA. I bambini cosiddetti ad alto
rischio possono infatti condividere alcune caratteristiche dei bambini con DSA, anche se non
manifesteranno, in epoche successive, alcuna patologia.

Alcuni studi recenti hanno dimostrato come nel corso dei primi mesi di vita esistano
numerosi indici del benessere del bambino, e tra questi la motricita spontanea (ovvero i
movimenti che il bambino compie spontaneamente quando non stimolato) e le caratteristiche
del pianto. Il nostro progetto finanziato dal Ministero della Salute (Non invasive tools for early
detection of Autism Spectrum Disorders, responsabile MLS) si propone di studiare in un ampio
campione di neonati a termine (200/2 anni) e in neonati ad alto rischio (10-15/2 anni) questi due
indici attraverso registrazioni video della motricita spontanea e registrazioni audio del pianto.

14
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Le registrazioni verranno effettuate a dieci giorni dalla nascita, a 6-12-18 e 24 settimane di vita
in ambito domestico. L.’indagine ¢ focalizzata su quei repertori motori e vocali che sono stati
descritti alterati in bambini con DSA.

Lo studio dei movimenti spontanei, il pianto e la loro associazione risultano essere una
misura dell’integrita e dello sviluppo del sistema nervoso centrale e possono essere studiati
facilmente e in maniera completamente non invasiva. All’eta di 6, 12 e 24 mesi le famiglie
verranno inoltre invitate presso un ambulatorio degli IRCCS Stella Maris e Bambino Gesu per
valutare lo sviluppo del bimbo attraverso semplici sedute di gioco o interviste strutturate.

In anni recenti gli interventi di trattamento si sono focalizzati prevalentemente sul
migliorare, attraverso metodiche comportamentali durante lo sviluppo (es. terapia della
comunicazione, terapia occupazionale e fisica, insieme a interventi sul gioco sociale), le
difficolta comportamentali connesse con la comunicazione e l’interazione sociale. Studi
attestano come un intervento intensivo iniziato in eta prescolare e continuato per i successivi
due-tre anni risulti in un netto miglioramento dei bambini con DSA (20, 21). In particolare,
miglioramenti sono stati evidenziati per quanto riguarda il quoziente intellettivo, il linguaggio e
il livello d’istruzione (20). Anche se i trattamenti farmacologici possono ridurre alcuni dei
sintomi associati, ’intervento comportamentale precoce risulta essere il piu efficace nel
trattamento dei sintomi dell’autismo (22).

Risulta quindi essenziale un’accurata messa a punto di nuovi strumenti diagnostici
standardizzati per I’identificazione precoce di bambini a rischio di sviluppare un DSA o un altro
disturbo evolutivo delle competenze interattive e comunicative. L’importanza di una diagnosi
precoce procede di pari passo con il progressivo sviluppo di strumenti adatti a contrastare
tempestivamente 1’autismo.
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ETEROGENEITA DELL'AUTISMO:
IL PROGETTO APP (AUTISM PHENOME PROJECT) *

Christine Wu Nordahl
Department of Psychiatry and Behavioral Sciences, MIND Istitute (Medical Investigations
of Neurodevel opmental Disorders), Davis University of California, USA

Introduzione

L’autismo ¢ un disturbo complesso caratterizzato da un fenotipo eterogenco e che
probabilmente ha un’eziopatogenesi multimodale. Il progetto Autism Phenome Project (APP) ¢
un progetto multidisciplinare di larga scala che coinvolge bambini con autismo nella fascia di
etd trai 2 e i 4 anni. Lo scopo principale del progetto ¢ riuscire a descrivere dei sottogruppi
fenotipici che presentino un’associazione tra le caratteristiche autistiche comportamentali, le
caratteristiche neuro anatomiche e quelle biologiche.

In un precedente studio (1) & stato possibile attraverso le tecniche di imaging a risonanza
magnetica (MRI) osservare che molte aree cerebrali sono coinvolte nella neuropatologia
autistica, riconoscendo un dominio specifico di particolari aree su specifici sintomi
comportamentali. In questo studio, e in altri precedenti di cui parleremo tra breve, si osserva che
la neuroanatomia dell’autismo ¢ caratterizzata da anormalita che si manifestano a diverse scale
di riferimento, e che coinvolgono quindi sia I’anatomia generale che, ad esempio, i livelli di
connettivita tra specifiche aree.

Le tecniche di MRI presentano notevoli vantaggi per lo studio della neuroanatomia
dell’autismo. Si tratta in effetti di una metodologia non invasiva, capace di fare una valutazione
dell’anatomia macroscopica ma attraverso 1’applicazione di tecniche raffinate, ¢ anche in grado
di fornire informazioni sull’organizzazione dei fasci nervosi oltre che su aspetti funzionali.
Inoltre, € una tecnica ripetibile nel tempo e quindi utile negli studi che coinvolgono lo sviluppo.

Sono stati pubblicati pitt di 100 studi che hanno utilizzato le tecniche di imaging per
comprendere la neuroanatomia dell’autismo. Questi studi d’altra parte hanno coinvolto piccoli
campioni (non piu di 15 bambini per gruppo), che spesso comprendevano una grossa
eterogeneita fenotipica, mettendo insieme soggetti con diagnosi molto diverse (dall’autismo a
basso funzionamento e quello ad alto funzionamento o ancora a quelli diagnosticati per disturbo
generalizzato dello sviluppo non altrimenti identificato). Un ulteriore limite di questi studi ¢ che
sono relativi ad analisi compiute in uno specifico punto dello sviluppo (disegno cross-section) e
la maggior parte sono centrati su individui ad alto funzionamento non appartenenti alla fascia
dei piu piccoli.

In ogni caso questo copioso numero di studi ha evidenziato alcune peculiari caratteristiche
della neuroanatomia degli individui autistici. Una delle piti importanti osservazioni riguarda che
nell’autismo ¢ possibile evidenziare un’anomala traiettoria di sviluppo delle strutture cerebrali.
Quando le osservazioni riportate nei vari studi, vengono proiettate in relazione all’eta
dell’osservazione e alla percentuale di cambiamento rispetto al valore normativo corrispondente
a quella eta, si evidenzia che gli individui con autismo presentano un aumento del volume

Titolo originale Dealing with the heterogeneity of autism: the Autism Phenome Project. Resoconto in
italiano a cura di Aldina Venerosi, Dipartimento di Biologia Cellulare e Neuroscienze, ISS.
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cerebrale complessivo che coinvolge in maniera particolare la sostanza bianca. Tale aumento ¢
circa del 5%, ed ¢ maggiore alle eta piu precoci (tra 1-5 anni), mentre tende a diminuire nella
crescita, fino a tornare a valori vicino alla norma in eta adulta. Il secondo dato importante che
emerge da questi studi ¢ che sarebbero in particolare i lobi frontali a presentare questa anomalia
volumetrica (2).

L’incremento volumetrico negli individui con autismo riguarda anche un’altra struttura
cerebrale, ’amigdala. Questa struttura si trova nella regione medio temporale, ed ¢ considerata
una struttura coinvolta in molti aspetti del comportamento sociale, con particolare riferimento
alla capacita di riconoscere le emozioni che provano gli altri, come ad esempio la paura, e piu in
generale la capacita di riconoscere la dimensione emozionale del comportamento. Attraverso
I’analisi MRI condotta su diversi sottogruppi di individui diagnosticati per i disordini
generalizzati dello sviluppo, che coinvolgevano la fascia di eta tra gli 8 e i 18 anni, si ¢
evidenziato che i bambini di 8 anni, sia che appartenessero all’autismo a basso funzionamento,
sia a quello ad alto funzionamento che all’ Asperger, presentavano un’amigdala laterale sinistra
e destra piu grande dei bambini di controllo (3). Tale differenza tendeva inoltre a scomparire ad
etd maggiori. Rimane comunque da capire quale sia la traiettoria di sviluppo per questa
particolare struttura cerebrale nell’autismo, questo studio infatti non da informazioni sui
fenomeni presenti ad eta precoci e quindi non permette di trarre informazioni conclusive sul
momento a partire dal quale 1’incremento volumetrico dell’amigdala sia osservabile.

Il progetto APP

Il progetto APP, oggetto di questa relazione, ha delle caratteristiche diverse dagli studi
appena descritti:

— ¢ uno studio di grosse dimensioni, che coinvolge circa 400 bambini;

— 1include ambedue i sessi;

— la fascia di eta dei bambini inclusi € tra i 2 € 1 3 anni € mezzo, fascia di eta che

corrisponde pitt 0 meno all’eta della diagnosi;

— tutti i bambini inclusi nello studio hanno una diagnosi di autismo, e sono disponibili le

caratteristiche individuali di ciascun bambino, in modo da potere mettere in relazione cio
che si osserva dal punto di vista neuro anatomico con il profilo diagnostico e funzionale a
livello individuale;

— il gruppo di controllo appartiene alla stessa fascia di eta e presenta uno sviluppo tipico;

— lo studio ha un disegno longitudinale con tre sedute di imaging ripetute in un anno.

Come gia accennato, lo scopo dello studio € quello di identificare dei sottogruppi (fenotipi)
di autismo.

La tecnica di MRI applicata in questo studio ha il vantaggio di non essere invasiva, ma i
bambini possono comunque incontrare alcuni problemi nel condurla. Questa tecnica viene per
questo spesso praticata in anestesia generale. Nel caso di questo studio il protocollo prevede che
la sessione di MRI sia compiuta durante il sonno spontaneo. Prima di sottoporre i bambini allo
strumento si compiono alcune sessioni che permettono di spiegare al bambino che cosa deve
affrontare e di abituarsi ad alcuni elementi dell’ambiente dove la macchina per la risonanza ¢
situata. Ad esempio viene fornito alla famiglia un kit per fare pratica con alcuni oggetti che
saranno presenti durante la sessione di MRI. Si abituano i bambini a portare delle cuffie che lo
isolano dai rumori circostanti, dato che durante la risonanza dovranno indossarle per evitare il
rumore continuo che questa strumentazione produce. Si cerca inoltre di rendere spontaneo al
bambino dormire nell’ambiente dove avverra la sessione di raccolta dei dati. Ad esempio viene
organizzato un letto che ha degli elementi uguali a quelli che si troveranno nella sessione di
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MRI (la stessa coperta, la stessa altezza del letto, e altri elementi simili dell’ambiente dove poi
si svolgera I’esame effettivo), dove il bambino puo stare insieme ai genitori ¢ magari essere
addormentato da loro. I ricercatori che conducono questi esami sono addestrati ad avere la
massima attenzione e a rendersi disponibile per tutta la durata dell’esame per qualunque tipo di
problema si verifichi.

11 protocollo utilizzato per I’MRI prevede:

— 3D MPRAGE, per analizzare la struttura cerebrale

— Imaging del tensore di diffusione, per analizzare la connettivita strutturale

— EPI-BOLD (echo planar imaging - blood oxygen level dependent) resting state, per

studiare la connettivita funzionale

- T2-weighted image, per la raccolta dei segni clinici

— Phase Maps, per correggere le distorsioni

— Calibration Phantom, per correggere le distorsioni MPRAGE

Principali risultati oggi disponibili dallo studio APP

I risultati preliminari relativi del primo anno di osservazione e relativi alle prime due sessioni
di MRI evidenziano che nei bambini con autismo vi € un aumento del volume totale cerebrale di
circa il 4% rispetto al gruppo di controllo e che questo aumento riguarda solo i maschi. Per
quanto riguarda 1’amigdala anche per questa area cerebrale ¢ stato osservato un volume piu
grande rispetto al gruppo di controllo e inoltre tale aumento presenta un profilo di sviluppo
caratterizzato da un incremento percentuale di circa il 3% al momento della prima scansione
(compiuta tra i 2 e 1 3 anni) che raggiunge il 7 % al momento della seconda scansione. Questo
cambiamento in volume ¢ specifico dell’amigdala, infatti il volume totale cerebrale risulta piu
grande del 4% sia al momento della prima scansione che della seconda, quindi lo sviluppo
dell’amigdala ¢ piu rapido e indipendente da quello del cervello nel suo complesso. Inoltre, a
partire dall’analisi del volume della parte destra dell’amigdala, & stato possibile individuare
sottogruppi che presentano profili temporali diversi di aumento del volume di questa struttura:
in alcuni bambini I’amigdala cresce piu velocemente del cervello nel suo complesso, in altri pit
lentamente e in altri ancora il tasso di crescita ¢ paragonabile al gruppo di controllo. Quando si
va ad analizzare separatamente i dati di volume per il lato destro e sinistro dell’amigdala ¢
possibile identificare due profili di incremento volumetrico durante la crescita, che risultano
diversi nei i sottogruppi definiti a sviluppo rapido e lento. Nei bambini che presentano una
crescita rapida del volume dell’amigdala rispetto al volume totale del cervello, I’aumento
riscontrabile nel lato sinistro e destro varia tra il 16 e il 21%. Nel sottogruppo definito a crescita
lenta I’aumento ¢ invece moderato e paragonabile al gruppo di controllo. E interessante notare
che quando si considera I’aumento del volume cerebrale totale, si osserva che tale aumento
risulta maggiore nei bambini che presentano una crescita lenta del volume dell’amigdala (circa
dell’8%). Rispetto a queste osservazioni sara molto importante andare ad analizzare come in
questi sottogruppi si distribuiscono i profili comportamentali dei bambini con autismo e se a
questi sottogruppi sia possibile associare la prevalenza di specifici sintomi.

Dagli studi di MRI precedentemente descritti emergeva che negli individui con autismi ¢
osservabile un aumento del volume che riguarda specificatamente i lobi frontali. Dalle nostre
osservazioni si evidenzia che esistono tre sottogruppi definiti dal volume di questa regione
cerebrale: bambini con autismo con un volume paragonabile al gruppo di controllo (la maggior
parte), bambini con un volume piu piccolo (5 individui) e bambini con un volume pitt grosso
(13 su 93).
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Nel caso dei lobi frontali, ricchi di sostanza bianca, ¢ possibile approfondire 1’indagine per
identificare se all’aumento di volume dei lobi frontali, identificato per uno specifico sottogruppo
di bambini autistici, fosse possibile associare dei cambiamenti organizzativi della sua sostanza
bianca. Questa analisi & stata compiuta tramite la tecnica dell’imaging del tensore di diffusione e
I’analisi Tract-based Spatial Satistics (FSL) che hanno permesso di valutare attraverso il
parametro della Fractional Anisotropy (FA) le differenza tra il gruppo dei bambini autistici e
quello dei bambini a sviluppo tipico in termini di organizzazione delle connessioni a livello dei
lobi frontali. Ad alti valori di FA corrispondono livelli maggiori di disorganizzazione dei
percorsi assonali. Quando si considerino le differenze tra il gruppo dei bambini autistici nel suo
complesso rispetto ai bambini con sviluppo tipico, si osserva una maggiore FA nei bambini con
autismo anche se, queste differenze sono circoscritte ad alcune aree dei lobi frontali e
riguardano specifiche porzioni della sostanza bianca. Queste differenze sebbene non
raggiungano la piena significativita (p < 0,07) rappresentano un trend interessante. La situazione
cambia quando si mettono a confronto il sottogruppo di bambini con autismo che presenta uno
sviluppo maggiore dei lobi frontali con i bambini a sviluppo tipico. In questo caso si osserva
una robusta differenza tra i gruppi (p< 0,05%) che evidenzia una maggiore FA nel sottogruppo
di bambini autistici, differenza che risulta bilaterale e relativa a porzioni estese di sostanza
bianca. Questi dati evidenziano che in almeno un sottogruppo di bambini autistici, i lobi frontali
hanno uno sviluppo maggiore e una maggiore disorganizzazione della sostanza bianca rispetto
al gruppo di controllo.

Un’altra area di grosso interesse ¢ quella del Corpo Calloso attraverso il quale passa il piu
grosso fascio di fibre nervose che connette i due emisferi tra di loro. L’analisi di quest’area ha
evidenziato che nel sottogruppo di bambini autistici con maggiore sviluppo del lobo frontale le
proiezioni che partono dal corpo calloso, afferenti alla porzione laterale del lobo frontale,
presentano una maggiore FA indicando anche in questo caso una maggiore disorganizzazione
della sostanza bianca in questo sottogruppo di bambini.

Gli obiettivi futuri

Gli obiettivi futuri di questo progetto sono in sintesi:

— Analisi dei pattern di ripiegamento della superficie corticale, che possono essere legate ad
anormali pattern di connettivita; in particolare abbiamo alcuni dati che evidenziano che
nei bambini autistici a basso funzionamento ci sono anomalie nei tratti fibrosi che
passano dal giro frontale inferiore, mentre nei bambini diagnosticati con la sindrome di
Asperger si osservano anomalie che coinvolgono il solco intraparietale

— Analisi tramite ’imaging a tensore di diffusione e trattografia di particolari fasci del
corpo calloso foci anteriori e posteriori

— L’analisi della connettivita funzionale nello stato di riposo che permettera di evidenziare
parti del cervello attive contemporaneamente, dandoci la possibilita di capire quali siano
le reti esistenti.

— Analisi multidisciplinare. Tutti i bambini che partecipano allo studio saranno sottoposti
all’analisi del profilo comportamentale e funzionale, al prelievo di marcatori biologici e
genetici e attraverso le possibili correlazioni tra queste caratteristiche si cerchera di
circoscrivere dei fenotipi autistici che tengano conto delle relazioni evidenziate tra ad
esempio neuroanatomia € comportamento, neuroanatomia e profilo immunitario,
neuroanatomia e pattern genetico.
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LE CAUSE AMBIENTALI DELL'AUTISMO:
LO STUDIO CHARGE ~

Irva Hertz-Picciotto
Department of Public Health Sciences and the MIND Institute (Medical Investigations of Neurodevel opmental
Disorders), Davis University of California, USA

Introduzione

Per introdurre lo studio CHARGE (Childhood Autism Risks from Genetics and the
Environment) ¢ necessario premettere che cosa intendiamo per “ambiente”. In particolare
quando parliamo di ambiente pensiamo a tutto cid che non si pensa ereditato di generazione in
generazione tramite il DNA. L’esistenza di fattori ambientali che possono influenzare lo
sviluppo e quindi essere determinanti per il fenotipo € un’acquisizione molto importante che
necessariamente va legata alle nostre conoscenze circa le determinanti genetiche.

Generalmente il nostro studio sulle determinanti ambientali & centrato su quei fattori che
possono essere modificati ad esempio attraverso il cambiamento di specifici comportamenti che
coinvolgono sia il livello individuale che la societa e possono essere controllate da interventi di
tipo regolatorio.

Molti studi hanno evidenziato che esistono delle finestre critiche durante la vita prenatale e
dopo la nascita che se esposte a particolari fattori presenti nell’ambiente uterino o postnatale
determinano alterazioni del normale processo di sviluppo fino a determinare delle conseguenze
irreparabili. Un esempio tra tutti & rappresentato dagli effetti dell’esplosione della bomba
atomica a Hiroshima e Nagasaki che hanno evidenziato una chiara associazione tra
I’esposizione alle radiazioni in utero e la presenza di gravi aberrazioni cromosomiche nei
bambini, con conseguenze generali sulla salute come anche sul loro sviluppo cognitivo.

Alcuni sistemi biologici come quello immunitario, endocrino e nervoso presentano uno
sviluppo che copre diversi anni della vita umana e, altro aspetto importante, possono
influenzarsi 1’un 1’altro. Esistono anche aspetti del metabolismo che sottintendono ad una
specifica vulnerabilita dell’eta evolutiva in quanto i sistemi metabolici non sono tutti
completamente sviluppati.

Nell’affrontare studi volti a comprendere I’influenza dei fattori ambientali & necessario
tenere conto che lo studio di queste influenze sul sistema nervoso adulto non ¢ predittivo per gli
effetti potenziali che questi fattori possono avere se intervengono nelle fasi di sviluppo del
sistema nervoso centrale. Lo stesso sembra valere quando si analizzino le conseguenze
dell’ambiente sul sistema immunitario (1). Questa considerazione ha particolare rilievo se si
considera che molte sostanze che vengono immesse nel mercato e in generale nell’ambiente
prevedono dal punto di vista regolatorio test di tossicita centrati sull’organismo adulto e non
sulle fasi di sviluppo dell’organismo.

Un altro punto importante ¢ che gli effetti dell’esposizioni a particolari fattori ambientali
possono non essere evidenti nell’immediato, ma provocare outcome patologici a lungo termine.

La wvulnerabilita del bambino ai fattori ambientali ¢ inoltre legata al particolare
comportamento che caratterizza questa eta della vita. In effetti i bambini presentano un rischio

" Titolo ogirinale Environmental causal factors for autism: the CHARGE study. Resoconto in italiano a
cura di Aldina Venerosi, Dipartimento di Biologia Cellulare e Neuroscienze, ISS
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incrementale di esposizione legato all’abitudine di passare molto tempo a terra, seduti o nella
fase motoria di “gattonamento”, durante il quale il bambino manipola con le mani e con la
bocca elementi dell’ambiente circostante nelle sue attivita di esplorazione. In queste fasi della
sua vita il bambino ¢ quindi soggetto all’ingestione di una vasta gamma di contaminanti presenti
nell’ambiente domestico ed esterno. Inoltre 1’esposizione attraverso le vie respiratorie (per
inalazione) e attraverso 1’ingestione di fluidi ¢ piu alto per unita di peso corporeo. Un altro
fattore che espone i bambini a un maggiore rischio di esposizione ¢ legato all’allattamento.
Questo riguarda soprattutto 1’esposizione a contaminanti lipofilici come le organoclorine, ¢ i
ritardanti di fiamma polibromurati

Abbiamo un corposo numero di studi che evidenziano le caratteristiche neurotossiche di
diversi composti che abitualmente costituiscono I’ambiente di crescita come ad esempio il
piombo, le radiazioni, i PCB, il mercurio, i pesticidi organo fosfati, le infezioni, il tabacco, e
questi studi hanno evidenziato un potenziale rischio per lo sviluppo delle abilita cognitive e in
generale delle competenze neurocomportamentali, oggi questi e altri fattori vengono studiati
come fattori di interesse nell’eziopatogenesi dell’autismo.

Per quanto riguarda l’autismo ¢ stato evidenziato un aumento preoccupante della sua
incidenza nella popolazione. In particolare nello stato della California ¢ stato evidenziato che
I’incidenza di autismo ogni 10000 nati per i bambini di 4 anni ¢ aumentata da 6.2 al 42.5 nel
periodo che va dal 1990 al 2001, che corrisponde ad un incremento di circa 7 volte in un
decennio (per maggiori dettagli vedi 2). Questo dato di incremento dell’incidenza ¢ riscontabile
per tutti i gruppi di eta di cui ad oggi abbiamo a disposizione i dati. Per capire il significato di
questi dati ¢ importante ricordare che essi provengono dalla registrazione dei nuovi casi presso i
servizi di diagnosi. Le spiegazioni di questo forte incremento possono essere molteplici:
I’apertura della possibilita di ricevere trattamenti o cure, che ha aumentato le aspettative e
quindi 1’accesso ai servizi, I’anticipazione della capacita di diagnosi, i cambiamenti in
definizione dell’autismo e il conseguente aumento della qualita della diagnosi, 1’inclusione di
casi piu lievi nella definizione attuale di spettro autistico, la maggiore quantita di risorse
dedicate all’autismo. Rimane comunque I’ipotesi che esista un reale incremento dell’incidenza
di questi disturbi.

In uno studio recente da noi condotto abbiamo cercato di quantificare in che porzione
I’aumento di incidenza sia dovuto al cambiamento di fattori ‘culturali’ che comprendono
I’aumento generale di sensibilitd verso i disturbi neurocomportamentali dello sviluppo e
I’aumento di capacita di diagnosi, oltre all’aumentato livello di speranza nelle famiglie
proveniente dall’introduzione di nuove tecniche di trattamento. Questo studio ha evidenziato
che solo un terzo dell’incremento registrato negli ultimi 10 anni e attribuibile a questi fattori (2).
Da un punto di vista epidemiologico sarebbe importante condurre un’analisi sull’andamento
temporale dell’incidenza di altre patologie come 1’asma, ’obesita, o i disturbi ossessivo-
compulsivi e altri ancora, poiché quest’analisi comparativa potrebbe aiutare nell’identificazione
di fattori unificanti che possano spiegare le cause di questo trend incrementale dell’incidenza.

E chiaro che per comprendere I’andamento nel tempo di una patologia & necessario
identificarne anche le cause. Per quanto riguarda 1’autismo le piu recenti acquisizioni
scientifiche sostengono che la componente genetica sia molto importante nella sua eziologia, ma
non riducibile al mancato funzionamento di un singolo gene, ma al contributo di molte anomalie
genetiche. La multifattorialita ¢ un ulteriore livello di complessita di questi disturbi, che
evidenzia che altri fattori, come ad esempio 1’ambiente contribuiscano alla sua eziopatogenesi.
Dagli studi sui gemelli si evidenzia una concordanza che va dal 60 al 90 % che presuppone che
comunque altri fattori oltre ai geni contribuiscono all’autismo. Diversi studi si sono indirizzati a
verificare il ruolo dell’esposizione a sostanze chimiche, la presenza di deficit vitaminici o
nutrizionali, I’esposizione ad agenti infettivi, ad agenti ormonali ¢/o farmacologici, la presenza
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di complicazioni intervenute durante la gravidanza o al parto. Di fatto ad oggi non vi sono dati
conclusivi su quali siano le determinanti non genetiche e in che misura contribuiscano come
fattore di rischio.

Lo studio CHARGE, partito nel 2003 presso I’Universita della California a Davis,
(specifiche informazioni su questo studio sono presenti all’indirizzo 3) si € posto 1’obiettivo
generale di comprendere le cause e i possibile fattori di rischio che contribuiscono ai disturbi
dello spettro autistico. In particolare questo studio, che coinvolge una popolazione di circa 2000
bambini tutti nati nello stato della California, si propone di identificare le cause dell’autismo
legate a pattern di suscettibilita genetica e di esposizione ambientale e le possibili interazioni tra
questi due fattori, e di identificare particolari fenotipi che possano definire distinte eziologie per
I’autismo, come ad esempio caratteristiche immunologiche e metaboliche. Tre i gruppi di
bambini sotto studio:

— I bambini con diagnosi di autismo.

— I bambini con ritardo dello sviluppo.

— 1 bambini con sviluppo tipico selezionati dalla popolazione di nati che presentino
caratteristiche simili ai due gruppi precedenti rispetto alla composizione in eta, sesso, e
provenienza geografica.

I criteri di eligibilita dei bambini arruolati sono:

— etatrai24 e 60 mesi;

— nascita nello stato della California;

— genitori di lingua inglese e/o spagnola;

— che vivano con almeno uno dei genitori biologici.

I bambini arruolati vengono sottoposti alla verifica della loro diagnosi o assenza di diagnosi
presso il Medical Institut of Neurodevelopmental Disorders (MIND). Inoltre vengono raccolti
campioni biologici provenienti dalle madri e dai bambini (capelli, urina, sangue etc) e attraverso
la somministrazione di questionari, informazioni che evidenzino gli stili di vita e altri eventi che
possono essere messi in relazione con la nascita e lo sviluppo del bambino (informazioni sul
luogo di residenza, sulle abitudini alimentari, anamnestiche, sull’uso di farmaci, e altro).
L’insieme di tutti questi dati viene utilizzato per stabilire possibili associazioni con la presenza
di ritardo nello sviluppo o di autismo.

Principali risultati oggi disponibili dallo studio CHARGE

L’esposizione ai metalli duranti lo sviluppo

Un’analisi dei dati raccolti dallo studio CHARGE ha avuto ’obiettivo di determinare se vi
fossero differenze tra i livelli di mercurio (Hg) presenti nel sangue dei bambini con autismo da
quelli con sviluppo tipico. L’ipotesi € che i bambini con autismo non riescono a metabolizzare
questo metallo e quindi si determini un fenomeno di accumulo che produce una attivita tossica
sull’organismo in via di sviluppo. L’analisi ¢ stata compiuta sui tre gruppi: bambini con
sviluppo tipico (166) bambini con autismo (332), bambini con ritardo dello sviluppo (68) e si
riferisce ad un periodo di accumulo di 60-90 giorni, non permette quindi ipotesi di tipo causale.

Dall’analisi di distribuzione dei livelli di Hg nel sangue dei bambini ¢ emersa una differenza di
contenuto, che nei bambini con sviluppo tipico ¢ risultata piu alta rispetto ai bambini con autismo. Si
¢ dunque compiuta un’analisi per capire I’origine delle concentrazioni ematiche di Hg considerando
alcuni possibili fattori che possono contribuire all’esposizione. Si ¢ evidenziato che il maggiore
contributo di Hg proviene dall’alimentazione a base di pesce (bambini con sviluppo tipico 76%, con
ritardo 68%, con autismo 43%). Per quanto riguarda il mercurio proveniente dalle vaccinazioni si ¢

24



Rapporti ISTISAN 11/33

invece evidenziato un contributo molto basso per questo fattore (bambini con sviluppo tipico 5%,
con ritardo 8%, con autismo 3%) come per quello relativo alla presenza di presidi odontoiatrici. Un
contributo intermedio ¢ stato evidenziato per 1’uso di spray nasali o di prodotti per la rimozione del
cerume auricolare (bambini con sviluppo tipico 13%, con ritardo 23%, con autismo 19%). In
conclusione, i bambini con autismo presentavano un livello ematico inferiore di Hg probabilmente
dovuto al ridotto consumo di pesce rispetto agli altri bambini. In ogni caso se 1’analisi veniva
corretta rispetto al diverso peso dei fattori che contribuiscono all’esposizione a mercurio nei diversi
gruppi di bambini, i bambini con autismo non presentano differenze in livello ematico di Hg rispetto
ai bambini con sviluppo tipico (4). Per indagare sull’ipotesi del Hg come fattore causale abbiamo
intenzione di analizzare i capelli dei bambini, ma ancora questi risultati non sono a disposizione.

Fattori nutrizionali materni

L’obiettivo di questa analisi ¢ di determinare se 1’'uso di integratori dietetici, durante il
periodo subito precedente al concepimento e durante la gravidanza, fosse diverso per le madri
dei bambini con diagnosi di autismo rispetto alle madri dei bambini con sviluppo tipico.
Quest’analisi ¢ il primo studio che prende in considerazione questo fattore. L’analisi ha
evidenziato un minore consumo degli integratori da parte delle madri dei bambini con autismo
in relazione al periodo che va da circa tre mesi precedenti al concepimento ai primi due mesi di
gravidanza. In particolare la differenza riguarda gli integratori che contengono acido folico e
ferro, ma non i complessi multivitaminici. Per quanto riguarda il fattore nutrizionale delle madri
abbiamo compiuto un’ulteriore analisi per verificare se vi fosse un’associazione tra 1’'uso degli
integratori ¢ la presenza di specifiche varianti genetiche relative a geni coinvolti nel
metabolismo. Per quanto riguarda il gene per la catecol-O-metiltransferasi (COMT), enzima
coinvolto nel catabolismo delle catecolamine ma anche riserva di gruppi metili utili ai processi
di metilazione del DNA, la presenza nei bambini della variante COMT AA determina un
aumento di circa 7 volte del rischio di autismo per quei bambini le cui madri abbiano consumato
meno integratori alimentari durante il periodo intorno al concepimento (5).

Il fattore immunitario

Un’aspetto di grande interesse che ha coinvolto alcuni studi recenti ¢ che ruolo abbia il
sistema immunitario, sia materno, che del bambino nella eziologia dell’autismo. I principali dati
di cui oggi disponiamo sono:

— Un piu basso livello delle IgG nei bambini autismo (6)

— Una piu alta concentrazione della sottoclasse IgG4 nel sangue periferico (7)

— La presenza di anticorpi specifici verso le proteine fetali del cervello (8)

— Una riduzione del fattore TGF-beta (regolatore della risposta immunitaria) (9)

— Funzionamento poco efficace delle cellule naturl killer (NK), esse risultano avere un
aumento dell’attivita aspecifica, ma rispondere con minor competenza a stimoli
immunitari specifici (7)

— Un aumentato livello di citochine che correla con il fenotipo comportamentale (10)

CHARGE ha confermato recentemente gli studi di Braunschweig et al (8). In effetti su un
campione di circa 250 madri di cui 125 controlli risulta che il 6-12 % presenta anticorpi
specifici verso proteine cerebrali fetali, e che questa percentuale ¢ presente solo nelle madri dei
bambini con autismo.

Attualmente non ¢ possibile trarre conclusioni circa la direzione del rapporto tra sistema
immunitario e autismo, ovvero se si possa considerare le alterazioni riscontrate alla base dei
disturbi autistici o come conseguenza. La considerazione a cui portano questi studi ¢ che ¢
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necessario considerare I’autismo come un disturbo che non ¢ solamente un disturbo del sistema
nervoso centrale, ma un disturbo che coinvolge anche il dialogo tra questo sistema e il sistema
immunitario. Non possiamo prevedere ad oggi se considerazioni dello stesso tipo possono
riguardare anche interazione tra il sistema nervoso centrale e altri sistemi, come ad esempio
quello gastrointestinale, i sistemi metabolici e altro ancora.

Prodotti domestici: | ritardanti di fiamma

I ritardanti di fiamma appartengo ai composti polibromurati PBDE, esse rappresentano una
delle principali classi di contaminanti organici persistenti € per le loro caratteristiche lipofiliche
¢ possibile il loro accumulo nei tessuti, sono stati infatti riscontrai nel latte materno di una
coorte svedese, sono composti presenti nel mobilio, nelle plastiche del Personal Computer, nelle
scatole delle TV, nei componenti elettronici, nei fili elettrici, e in generale nelle tappezzerie.

I PBDE sono riportati interferire con gli ormoni tiroidei e steroidei e la sperimentazione
animale evidenzia effetti sullo sviluppo neuro comportamentale.

CHARGE ha compiuto un’analisi per determinare se i livelli plasmatici di PBDE
differiscono nei bambini con disturbo dello spettro autistico rispetto ai bambini con sviluppo
tipico. Questa analisi rappresenta uno studio pilota che comprende circa 100 bambini. L’analisi
ha previsto di valutare se la presenza di particolari apparecchiature o altri fonti, ad esempio
nutrizionali di PBDE potessero essere predittive dei livelli riscontrati nel plasma. Dai risultati si
evidenzia che le concentrazioni presenti nel plasma sono piu alte di quelle riportate in
precedenti studi e che si pud trovare un’associazione tra i livelli di consumo, soprattutto
alimentare, e le concentrazioni plasmatiche. In ogni caso non si sono riscontrate differenze tra
bambini con disturbo autistico € bambini con sviluppo normale.

Prodotti domestici: i pesticidi

Questi composti sono pensati per colpire il sistema nervoso degli insetti, roditori e altre
specie infestanti. Fino ad adesso il CHARGE si ¢ interessato all’uso domestico dei pesticidi,
concentrando la sua indagine anche sui prodotti utilizzati contro i pidocchi o contro i parassiti
degli animali domestici.

Per determinare se 1'uso domestico dei pesticidi fosse associata con un piu alto rischio di
diagnosi di autismo, abbiamo condotto delle interviste telefoniche per registrare 1’uso di spray,
saponi antiparassitari, diffusori per pesticidi, in particolari momenti temporali rispetto alla
gravidanza ovvero: tre mesi prima, intorno al concepimento, nel I, II, e III trimestre ¢ un anno
dopo la nascita.

Tra i risultati ottenuti da questa indagine si riporta a titolo di esempio quelli relativi ai
piretroidi (Tabella 1).

Tabella 1. Rischio relativo ai piretroidi

Periodo OR corretto 95% IC
3 mesi prima del concepimentpo 1,8 1,0-3,0
Concepimento 1,9 1,2-2,9
| trimestre 2,3 1,4-3,9
Il trimestre 2,4 1,4-3,9
Il trimestre 2,2 1,3-3,8
Primo anno di vita 1,6 1,1-2,4
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Lo studio NHANES condotto dal 1999 al 2002 negli Stati Uniti per la valutazione
dell’esposizione a piretroidi ha evidenziato la presenza del metabolita 3-3PBA nel 75% delle
urine degli adulti [n = 3048, per maggiori dettagli vedi (11)]. Questo metabolita ¢ comune a
molti peritroidi (permetrina, cipermetrina, cialotrina, deltametrina, fenvalerato) in commercio e
che sono riportati essere ampliamente dispersi nell’ambiente.

Episodi influenzali e febbrili come fattore materno

Gli studi epidemiologici hanno suggerito un’associazione tra le infezioni virali materne
avvenute durante il periodo di gravidanza e la diagnosi di autismo per i bambini. La
sperimentazione animale in realta supporta 1’ipotesi che I’aumentato rischio di diagnosi di
autismo sia legata alla risposta infiammatoria di tipo aspecifico piuttosto che a specifiche
infezioni.

CHARGE ha condotto delle analisi per determinare se gli episodi influenzali riportati
attraverso le interviste alle madri rappresentino dei fattori di rischio per la diagnosi di autismo.

I risultati (Tabelle 1 e 2) sono coerenti con I’idea dell’associazione aspecifica del processo
infiammatorio con 1’aumentato rischio di diagnosi di autismo.

Tabella 2. Rischio relativo all’influenza

Periodo OR corretto 95% IC
Gravidanza 1,5 0,8-2,8
| trimestre 1,0 0,4-2,9
Il trimestre 1,6 0,6-4,3
Il trimestre 1,3 0,5-3,3

Infatti I’aumento di rischio si riscontra in associazione con gli stati febbrili generici piuttosto
che con gli episodi influenzali. Nonostante 1’indagine condotta permetta di analizzare item
difficilmente registrati nei record medici, bisogna considerarli con cautela poiché la potenziale
incertezza nel richiamare gli episodi di febbre o influenza da parte delle madri intervistate puo
essere origine di una non totale affidabilita dei dati.

Tabella 3. Rischio relativo agli episodi febbrili

Periodo OR corretto 95% IC
Gravidanza 1,9 1,1-3,0
| trimestre 1,3 0,7-2,7
Il trimestre 2,2 1,1-4,4
Il trimestre 1,5 0,7-3,1
Conclusioni

In conclusione lo studio CHARGE rappresenta un tentativo importante per chiarire il
contributo di fattori ambientali allo sviluppo dei disturbi dello spettro autistico. E infatti lo
studio piu grande e piu articolato che ad oggi sia stato condotto su questi aspetti. Si ricorda che
attualmente sono stati arruolati circa 1400 bambini e che vengono raccolti dati multifattoriali a
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livello individuale. Inoltre lo studio presenta un aspetto particolare di affidabilita poiché per
ogni bambino arruolato viene confermata la diagnosi. Rimane comunque la limitazione relativa
al contributo di informazioni raccolte in maniera retrospettiva.

L’obiettivo generale di questo studio rimane comunque di individuare fattori di rischio e

fattori protettivi che possano contribuire ad aumentare la nostra capacita di intervento e di
prevenzione nei confronti dell’autismo.
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Introduzione

Negli ultimi anni € emerso il ruolo fondamentale dei due neuropeptidi ipofisari, ossitocina
(OT) e vasopressina (AVP) nel regolare vari aspetti del comportamento sociale, suggerendo un
loro possibile impiego in condizioni neuropsichiatriche caratterizzate da anomalie delle
relazioni sociali quali i disturbi dello spettro autistico. In questa monografia, esamineremo
brevemente i primi, limitati ma incoraggianti, studi clinici condotti sull’'uomo, passeremo quindi
in rassegna i modelli animali impiegati per valutare e mettere a punto nuovi protocolli
terapeutici basati su questi peptidi, e infine discuteremo il ruolo di modelli in vivo e in vitro per
comprendere il ruolo di questi peptidi nel neurosviluppo.

Ossitocina, vasopressina e autismo: studi sull’'uomo

OT e AVP sono due nona-peptidi prodotti principalmente nel cervello, dai neuroni
magnocellulari e parvocellulari dei nuclei sopraottico e paraventricolare dell’ipotalamo; i lunghi
assoni di questi neuroni raggiungono 1’ipofisi posteriore da dove OT e AVP vengono rilasciati nella
circolazione sistemica e raggiungono gli organi periferici sui quali esercitano diversi effetti
regolatori. Gia piu di cento anni fa era noto il ruolo dell’OT nell’indurre le contrazioni uterine
durante il parto e I’eiezione del latte durante 1’allattamento, cosi come ben noti erano gli effetti
dell’ AVP nel regolare il riassorbimento idrico a livello renale e la pressione sanguigna (Figura 1).

OT e AVP, prodotte nell’ipotalamo, inoltre, vengono liberate a livello del sistema nervoso
centrale dove mediano complessi processi neuroendocrini, cognitivi e comportamentali (Figura 1).
In particolare, I’OT svolge un importante ruolo “pro-sociale”, aiutandoci a decifrare il contesto
sociale e gli stati emotivi di chi ci circonda. Studi condotti nell'uomo riportano che I’OT fa
aumentare la fiducia negli altri (1, 2) la generosita (3), ’empatia (4) e I’altrusimo (5) Inoltre, I’OT
aiuta a decifrare il significato degli stati emotivi connessi alle espressioni del viso (6), induce a
cercare il contatto visivo (7) e permette di discriminare tra volti nuovi e familiari (8, 9). Inoltre, sia
OT che AVP facilitano i comportamenti socio-sessuali nei mammiferi: I’OT promuove i rapporti
sessuali, I’attaccamento materno alla prole e i legami di coppia (per una revisione si legga (10). Al
contrario I’AVP media dei comportamenti tipicamente maschili come 1’aggressivita e la territorialita
oltre che avere importanti effetti regolatori sulla memoria e sull’ansia (11).

Nell’uomo, una prima indicazione di un alterato funzionamento del sistema ossitocinergico
in patologie caratterizzate da anomalie del comportamento sociale ¢ stata suggerita dal riscontro
di alterati livelli di questo peptide nel liquido cerebrospinale di soggetti affetti da disturbi
ossessivo-compulsivi (12) e sindrome di Prader-Willi (13), e nel plasma di soggetti affetti da
schizofrenia (14) e autismo (15, 16). Inoltre, sono state riportate alcune variazioni genomiche e
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modificazioni epigenetiche del gene che codifica per I’OT e in quello per il suo recettore
associate all’autismo (17, 18). Infatti, un’alterazione nel processamento dell’OT (16), una
delezione della regione che codifica per il recettore dell’ossitocina sul cromosoma 3
un’inattivazione dell’espressione del recettore per I’OT dovuta a ipermetilazione (19),
potrebbero essere meccanismi alla base di un deficit nella produzione di OT e del suo recettore
in soggetti affetti da sintomatologia autistica.

comportamenti affiliativi e di attaccamento
interpretazione delle espressioni facciali
identificazione di volti familiari
altruismo, fiducia, empatia

EFFETTI CENTRALI

funzioni
neuroendocrine
e viscerali

apprendimento
memoria

contrazione uterina
allattamento

bilancio idro-salino

risposte ipertensive

Figura 1. Rppresentazione schematica delle azioni periferiche e centrali dei due peptidi
neuroipofisari ossitocina (OT) e vasopressina (AVP)

Recentemente sono quindi stati intrapresi i primi studi per valutare 1’efficacia dell’OT nel
trattamento sintomatico di varie condizioni neuropsichiatriche e del neurosviluppo. I primi
risultati ottenuti hanno mostrato che la somministrazione di OT riduce la frequenza di
comportamenti ripetitivi (20) e migliora la capacita di identificare le emozioni (rabbia,
indifferenza, tristezza, allegria) espresse con la sola intonazione della voce in frasi di contenuto
altrimenti neutro (21). Questo studio, inoltre, ha dimostrato che gli effetti benefici del
trattamento con OT si sono manifestati sia immediatamente dopo la somministrazione del
peptide, sia dopo un intervallo di due settimane. In altri studi ¢ stato riportato che ’OT migliora
il riconoscimento delle espressioni facciali non solo in soggetti sani (6), ma anche in soggetti
autistici e con sindrome di Asperger (7). Piu recentemente, il trattamento intranasale con OT ¢
risultato aumentare, in 13 pazienti autistici, il senso di fiducia, ’interazione sociale ¢ il senso di
preferenza per un partner di gioco virtuale, e ha fatto si che i pazienti aumentassero il tempo del
contatto visivo con i loro interlocutori (22).
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Ossitocina, vasopressina e autismo: studi sull’animale

L’autismo ¢ una patologia particolarmente difficile da mimare nei roditori. Tuttavia, tra
questi, il topo ¢ una specie animale che mostra un grado particolarmente elevato di interazione
sociale. Inoltre, anche se non possiede aree cerebrali direttamente comparabili a quelle che
mediano il linguaggio nell’uomo e non puo naturalmente essere valutato per eventuali deficit di
linguaggio (23) il topo ¢ una specie animale che mostra un’ elaborata comunicazione mediante
ultrasuoni (24). Negli ultimi anni sono stati proposti in questo animale tre gruppi di test per
valutare 1 sintomi “core” dell’autismo: deficit di socializzazione, deficit di comunicazione e
resistenza al cambiamento (25, 26).

Utilizzando topi knock-out (KO) per I’OT si ¢ cosi potuto approfondire il ruolo e I’influenza
che questo ormone esercita sulle risposte comportamentali nei processi di riconoscimento
sociale. Topi maschi KO per I’OT mostrano deficit nel riconoscimento e nella memoria sociale
(27-29) che vengono ripristinati dalla somministrazione intracerebrale di OT direttamente
nell’amigdala mediale (30). Essi mostrano perd un normale livello di socialita valutata con il
test di sociability (24). Inoltre, i piccoli nati KO producono minori vocalizzazioni ultrasoniche
quando vengono separati dalla madre (31).

Un particolare modello che esula dal precedente ma che potrebbe rappresentare un modello
di autismo ¢ rappresentato dai topi privi del recettore CD38, una glicoproteina trans-membrana
che regola I’omeostasi di Ca®" il cui ruolo nel sistema neuroendocrino ¢ molto importante (32).
Femmine e maschi adulti privi del recettore CD38 mostrano marcati difetti nella cura materna
dei neonati, ¢ nel comportamento sociale. Sorprendentemente, questi topi presentano una
significativa diminuzione di OT circolante ma non di AVP e la somministrazione di OT
sottocutanea o I’infusione nell’ipotalamo di CD38 umano mediato da vettore lentivirale
antagonizzano tali deficit suggerendo che CD38 ha un ruolo chiave nel rilascio di OT.

Parallelamente sono stati generati topi privi del recettore dell’OT (33, 34) che mostrano, per
quanto riguarda le femmine, normale capacita di partorire, incapacita ad allattare e deficit nelle
cure materne, e, per quanto riguarda i piccoli, una minor emissione di vocalizzazioni
ultrasoniche se allontanati dalla madre; infine, i maschi, mostrano minor riconoscimento sociale
€ aumentata aggressivita.

Pili recentemente ¢& stata sviluppata una linea di topi KO per il recettore OT (OTR™*®) che
mostra una ridotta espressione del suddetto recettore solo in specifiche aree del cervello (setto
laterale, ippocampo e pallido ventrale) evitando cosi il deficit di eiezione del latte che potrebbe
essere un fattore confondente le cure materne (35). I risultati ottenuti hanno dimostrato che
anche questi topi maschi condizionali mostrano un’estrema difficolta nel riconoscere la
femmina “familiare” suggerendo un deficit nel riconoscimento sociale.

Un nostro recentissimo lavoro (36) ha ampliato lo studio dei topi privi del recettore dell’OT
aggiungendo i test comportamentali in grado di valutare i “core symptoms” dell’autismo quali il
comportamento sociale mediante il test di sociability/social novelty e la flessibilita cognitiva. Da
questi studi € emerso che i topi privi del recettore per I’OT mostrano non solo alterazioni della
memoria sociale, valutata mediante i test di sociability e social novelty, ma anche una ridotta
flessibilita cognitiva valutata attraverso la resistenza al cambiamento nel test cognitivo del T-
maze. Inoltre questi topi mostrano un’aumentata vulnerabilita alle convulsioni indotte da
pentametilentetrazolo. Questa osservazione conferma la validita del modello in quanto € noto
che circa il 30% dei soggetti autistici ¢ soggetto a crisi epilettiche. Un risultato importante di
questo studio ¢ inoltre che la somministrazione intracerebroventricolare di OT e di AVP ¢ in
grado di ripristinare tutti i deficit riscontrati suggerendo un ruolo fondamentale del recettore per
AVP, probabilmente del sottotipo V1a, nel recupero cognitivo e comportamentale. Inoltre, dato
che questo recupero viene osservato in giovani maschi, il sistema sembra avere un’ elevata
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capacita di influire positivamente sulla socialita e sulla flessibilita cognitiva anche al termine
dello sviluppo del sistema nervoso.

Un possibile ruolo del gene che codifica per il recettore V1a, nell’autismo, ¢ stato dimostrato
in tre lavori indipendenti (37-39). A sostegno del ruolo svolto da questo recettore in vari
comportamenti sociali, topi KO per recettore V1a mostrano un ridotto comportamento ansioso e
un profondo deficit nel riconoscimento sociale pur avendo una buona performance
sull’apprendimento olfattivo e in differenti test di memoria (40). Questi risultati suggeriscono
che il recettore Vla ¢ indispensabile per il riconoscimento sociale e per la regolazione
dell’ansia. Egashira riporta infine un deficit spaziale cognitivo e sociale tipico dell’autismo in
questi topi mentre in quelli privi dell’altro sottotipo recettoriale per la vasopressina cerebrale, il
recettore V1b, vengono riscontrati deficit sensori-motori reminiscenti di sintomatologia
schizofrenica (41).

Ossitocina e vasopressina: ruolo nel neurosviluppo

I modelli animali sono particolarmente preziosi non solo per mettere punto ¢ validare nuovi
approcci terapeutici, ma anche per studiare i meccanismi biologici alla base della sintomatologia
simil-autistica riprodotta. Secondo recenti teorie, lo spettro autistico ¢ considerato una malattia
del neurosviluppo causate da un’anomala connettivita nervosa (42). Si ritiene infatti che, nel
cervello autistico, coesista un eccessivo numero di connessioni a corto raggio tra neuroni di una
stessa area insieme ad una ridotta connettivita a lungo raggio tra neuroni localizzati in aree
diverse (43). I meccanismi biologici alla base di tali anomalie sono tuttora ignoti (44) ma
s’ipotizza che esse siano conseguenza di alterazioni nei complessi processi di formazione e
rimodellamento dei circuiti sinaptici che si verificano durante lo sviluppo del Sistema Nervoso
Centrale (45). Le alterazioni descritte in soggetti autistici di diversi neurotrasmettitori cerebrali,
come serotonina, dopamina, noradrenalina, glutammato, GABA, OT e AVP (46) potrebbero
rappresentare 1’effetto dell’alterata connettivita cerebrale. Ma ¢ altrettanto possibile che le
alterazioni neurotrasmettitoriali del cervello autistico possano essere esse stesse la causa
dell’alterata sinaptogenesi ¢ conseguentemente della formazione di connessioni sinaptiche
anomale.

E stato recentemente dimostrato che I’OT favorisce lo switch del neurotrasmettitore GABA
da eccitatorio a inibitorio che si verifica subito dopo la nascita (47) e promuove la formazione di
sinapsi GABAergiche inibitorie nel nucleo sopraottico dell’ipotalamo, supportando cosi
I’ipotesi che OT giochi un ruolo particolarmente importante nella regolazione della
sinaptogenesi inibitoria (48). In accordo con cid abbiamo recentemente riportato (36) che le
culture primarie di neuroni ippocampali ottenute da embrioni di 18 giorni di topi KO per il
recettore di OT presentano una percentuale significativamente ridotta di terminazioni
presinaptiche GABAergiche rispetto al totale (GABAergiche + glutammatergiche), in confronto
alle culture di neuroni ippocampali di animali controllo.

Queste osservazioni appaiono particolarmante rilevanti alla luce della teoria che I’autismo sia
associato ad uno sbilanciamento dell’equilibrio eccitazione/inibizione (E/I) durante particolari
periodi “critici” dello sviluppo cerebrale (49). In queste fasi, in cui la plasticita neuronale ¢
straordinariamente elevata, vengono specificati i1 corretti circuiti neuronali, una capacita
notevolmente ridotta nell’adulto. Alcune recenti osservazioni suggeriscono che sia proprio il
rapporto E/I che detta la sequenza temporale con cui i periodi “critici” vengono scanditi durante lo
sviluppo del cervello (50). Infatti, la delezione del gene che codifica per ’enzima acido glutammico
decarbossilasi (GAD65) che sintetizza il GABA abolisce 1’incremento di plasticita nella corteccia
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visiva dei topi (51Fagiolini and Hensch, 2000), un effetto che puod essere ripristinato
successivamente mediante il trattamento con benzodiazepine (52).

Quindi, 1 processi cellulari coinvolti nel definire se determinate sinapsi si svilupperanno in
senso inibitorio o eccitatorio sono essenziali per stabilire dei normali circuiti neuronali. Una
sinaptogenesi anomala pud compromettere il regolare funzionamento cerebrale e causare
I’insorgenza di gravi turbe neuro-comportamentali, come nello spettro autistico.

In questo contesto assumono particolare rilevanza le neuressine (NX) e le neuroligine (NL),
proteine di adesione cellulare localizzate rispettivamente a livello pre- e post-sinaptico, che
partecipano alla stabilizzazione delle sinapsi eccitatorie e inibitorie. Mutazioni inattivanti i geni
che codificano per le NL 3 e 4 sono stati associati a forme monogeniche di autismo in cui €
implicato uno sbilanciamento dell’equilibrio E/I (53). L’espressione delle NL promuove il
differenziamento pre-sinaptico attraverso il reclutamento delle vescicole sinaptiche a livello
della terminazione assonale (54). Allo stesso tempo le NX innescano il differenziamento post-
sinaptico mediante 1’accumulo di proteine “scaffold”, come PSD-95 e gefirina, rispettivamente
eccitatorie e inibitorie, o dei recettori GABA, AMPA ¢ NMDA a livello delle spine dendritiche
(55). In realta il complesso trans-sinaptico NL-NX non ¢ richiesto n¢ per la formazione delle
sinapsi n¢ per mantenere la coesione tra le specializzazioni pre- e post-sinaptiche, ma per il
funzionamento delle sinapsi, considerato il suo coinvolgimento nell’attivazione della
trasmissione sinaptica (56-58).

Anche le cellule gliali giocano un ruolo importante nello sviluppo cerebrale controllando la
crescita assonale e neuritica, fornendo un supporto metabolico ai neuroni e modulando I’attivita
sinaptica, come mostrato da numerose evidenze in vitro e in vivo. Un esempio ¢ |’interazione tra
i neuroni OT e le cellule gliali nel nucleo magnocellulare (59). In quest’area, il rivestimento
astrocitico dei neuroni OT cambia rapidamente in risposta a stimoli fisiologici come la
lattazione o la disidratazione, inducendo un rimodellamento sinaptico. L’OT stessa induce simili
cambiamenti, anche se non ¢ ancora chiaro se agisca sui neuroni OT, sugli astrociti associati o
su elementi afferenti eccitatori, tutti esprimenti recettori per OT. Recentemente abbiamo
osservato la presenza di conduttanze ioniche modulate da OT in colture primarie di
oligodendrociti corticali. Abbiamo riscontrato che [’applicazione focale di OT esercita
un’azione duplice sugli oligodendrociti, d’inibizione e attivazione delle correnti di K™ mediate
da canali della famiglia IRK regolati da proteine G eterotrimeriche. E interessante rilevare che
Neusch e coll. hanno documentato 1’espressione del canale Kir4.1 in oligodendrociti spinali di
topo e dimostrato che in topi con una mutazione inattivante del gene per Kir4.1 si osserva una
carente mielinizzazione (60). Cio suggerisce che le correnti di K™ negli oligodendrociti siano
cruciali per il processo di mielinizzazione e che la loro regolazione da parte di OT potrebbe
risultare determinante per la formazione della guaina mielinica contribuendo cosi alla
stabilizzazione di connessioni nervose funzionali.

Conclusioni

L’effetto dell’OT nel favorire i contatti e le relazioni sociali ¢ al momento di grande interesse
per il possibile impiego di questo peptide in condizioni neuropsichiatriche e del neurosviluppo
caratterizzate da deficit nelle relazioni socio/emotive. Inoltre, 1 nostri studi recenti nell’animale
indicano che questi peptidi potrebbero avere importanti effetti anche nel modulare la flessibilita
cognitiva e nel ridurre il rischio epilettico. Di grande rilevanza, infine, ¢ la capacita di questi
neuro peptidi di agire anche in animali adulti, indicando che il sistema OT/AVP ¢ altamente
plastico e capace di modulare 1’attivita di processi cognitivi complessi anche al termine dello
sviluppo. Lo studio di questi meccanismi e processi, cosi come lo sviluppo di nuovi analoghi
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OT/AVP, piu potenti e selettivi e in grado di superare la barriera emato-encefalica, ¢ al
momento un attivo e promettente campo di ricerca volto allo sviluppo di nuovi approcci
terapeutici per il trattamento della sintomatologia autistica.
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