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1.0 INTRODUZIONE

1.1 1l contesto scientifico: introduzione alla problematica

L’autismo ¢ un disturbo cognitivo e comportamentale che generalmente si manifesta nei primi tre
anni di vita ed é caratterizzato da una compromissione grave e generalizzata in diverse aree dello
sviluppo: compromissione della socializzazione, della comunicazione verbale e non verbale,
dell’attivita immaginativa e presenza di modalita di comportamento ristrette e ripetitive.
Rappresenta un capitolo molto complesso e dibattuto, soprattutto sul piano eziopatogenetico.

Viene riconosciuta all’autismo una genesi multifattoriale con una rilevante componente

genetica ed ambientale, tuttavia la sua patogenesi non € ancora sufficientemente conosciuta.
Sebbene non siano presenti tra i criteri diagnostici, vi sono nella recente letteratura molte
segnalazioni relative alla presenza di sintomi gastrointestinali nei bambini autistici [1-3] con una
prevalenza che puo variare, secondo le diverse statistiche, da una frequenza pressoché normale
rispetto alla popolazione generale fino alla quasi totalita dei pazienti (dal 9 fino all’84%) [4, 5].

Gia nel 1961 Asperger ipotizz0 un possibile legame tra I’autismo e la celiachia [6]; successivamente
Goodwin mise in evidenza segni e sintomi di malassorbimento [7] e Walker-Smith e Andrews
riportarono bassi livelli di -1 antitripsina [8] nei bambini autistici.

Nel 1979 Panksepp formuld una teoria neurochimica dell’autismo secondo la quale 1’elevata
concentrazione ematica ed encefalica dei peptidi presenti in alcuni cibi (come la caseina, 1’orzo, la
segale e I’avena), secondaria ad un incompleto catabolismo ed un eccessivo assorbimento, potesse
esercitare un effetto simil-oppioide a livello del sistema nervoso centrale [9].

Reichelt e Shattock suggerirono che tali peptidi intestinali potessero, direttamente o tramite la
formazione di ligandi, portare ad una alterazione della neuroregolazione e dello sviluppo cerebrale
[10, 11].

Nel 1993 Murch e collaboratori ipotizzarono che un deficit dei sistemi di fenil-sulfur-trasferasi a
livello della parete intestinale potesse portare ad un incremento della permeabilita intestinale ai
peptidi alimentari con effetti sia sull’inflammazione intestinale che sulle disfunzioni
neuropsichiatriche [12].

Nel 1998 Wakefield pubblico un articolo in cui descriveva la presenza, in un campione di bambini
autistici, di un’iperplasia nodulare linfoide a livello ileale e una colite aspecifica (I’autore parlo di
“enterocolite autistica”) e ne ipotizzava un possibile causa scatenante ambientale [13], come ad

esempio il vaccino contro il morbillo, la parotite e la rosolia (MPR); successivamente la presenza di



un’associazione tra I'autismo e il vaccino MPR fu studiata da altri autori che perd esclusero
’esistenza di una correlazione [14-18].

Nel 2009 Campbell riporto che una variante funzionale del promotore del gene che codifica per il
fattore di transizione mesenchimo-epiteliale (MET) risulterebbe associata ai disturbi dello spettro
autistico e che un’ alterazione nel segnale del MET [19] potrebbe contribuire al rischio, per gli
autistici, di sviluppare una disfunzione gastrointestinale familiare. Questo studio € il primo a
dimostrare una possibile causa genetica alla base dell’associazione tra autismo e disturbi
gastrointestinali.

Per quanto riguarda la realta italiana, vanno segnalati gli studi condotti a partire dal 2000 da un
gruppo di ricerca di Torino [20-23] con I’iniziale intento di verificare la presenza della malattia
intestinale nei soggetti autistici italiani.

| risultati finora ottenuti, seppur su un campione non sufficientemente omogeneo, sembrano essere
importanti ed incoraggianti e possono essere cosi riassunti:

1) circa il 50% dei 250 pazienti giunti all’osservazione presentava aspetti clinici o sintomatici
suggestivi per patologia intestinale;

2) piu del 50% dei 30 pazienti esaminati con tecniche endoscopiche e bioptiche ha mostrato la
presenza di una malattia intestinale rilevabile endoscopicamente;

3) in circa il 75% di questi 30 pazienti, si sono rilevate lesioni microscopiche del tratto
gastroenterico con le biopsie intestinali su mucosa apparentemente normale;

4) in un sottogruppo di pazienti a cui ¢ stata proposta una terapia farmacologia per 1’inflammazione
intestinale (adattata in base al grado istologico di inflammazione e alla sede intestinale di malattia)
insieme ad una dieta senza glutine e caseina, si sono evidenziati importanti miglioramenti sia dal
punto di vista gastroenterologico (in termini di riduzione/scomparsa dei sintomi clinici e di
regressione endoscopica ed istologica della malattia intestinale) che da quello neuropsichiatrico
(riduzione dei sintomi comportamentali disfunzionali e miglioramento dell’attenzione e del sonno).
Alcuni studi, infine, stanno concentrando ’attenzione sulla presenza di un fattore di predisposizione
genetica della alterata permeabilita intestinale, studiandola attraverso il test di permeabilita

intestinale nei pazienti autistici e nei loro familiari di primo grado [24].
1.2 Rilevanza della problema
L’autismo, e piu in generale i Disturbi Generalizzati dello Sviluppo (altrimenti detti “dello spettro

autistico”), hanno un impatto sociale e sanitario enorme per il drammatico aumento del numero di

soggetti affetti nei paesi piu industrializzati emerso negli ultimi anni. Si e passati infatti da una



prevalenza di 1:5000 negli anni ‘80 fino all’allarmante stima americana di 1:150 di oggi, non
riconducibile soltanto ad una migliore capacita diagnostica o di diagnosi precoce, come sottolineato
in numerosi studi epidemiologici [25].

Mentre da un punto di vista neurologico I’autismo ¢ caratterizzato da disturbi qualitativi nelle
interazioni sociali, difetti nella comunicazione verbale e non-verbale con particolari aspetti
comportamentali ripetitivi e peculiari stereotipie, non ci sono dati concordanti al riguardo dei
sintomi gastrointestinali associati.

Questa discordanza e presumibilmente dovuta in parte alle difficolta interpretative o di
comunicazione da parte dei pazienti, soprattutto nei bambini piu piccoli, in parte al fatto che per
molti anni i sintomi gastrointestinali, non previsti tra i criteri diagnostici, non sono stati ricercati in
modo sistematico e secondo un metodo rigoroso o a volte, qualora notati, correlati a stereotipie 0 a
comportamenti propri dell’autismo.

| sintomi clinici possono essere di entita e frequenza estremamente variabile senza una vera e
propria correlazione con gli indici inflammatori o i marcatori ematici od istologici, cosi come gia
avviene anche per le altre malattie inflammatorie croniche dell’apparato digerente.

Nello specifico, i piu comuni sono: stipsi, diarrea con steatorrea e segni macroscopici di
malassorbimento, alvo alternato con stipsi/diarrea, disbiosi intestinale per gli aerobi ed anaerobi,
distensione addominale, insufficienza enzimatica digestiva, reflusso gastroesofageo, vomito
alimentare, dolore addominale, megaretto, magrezza patologica con riduzione della massa magra,
scarso accrescimento ponderale.

Vi sono inoltre alcune condizioni cliniche (posizioni antalgiche addominali peculiari, posizione
evacuativa atipica con aumentato torchio addominale) od abitudini alimentari peculiari
(anoressia/selezione dei cibi per consistenza, elevata introduzione di liquidi, autoriduzione di
latticini e/o carboidrati) per le quali va valutata attentamente la genesi gastroenterologica rispetto a
quella neuropsichiatria.

Sebbene esistano pochi studi in letteratura sui tentativi di trattamento farmacologico dell’eziologia
dell’autismo, da molti anni ¢ di uso comune, da parte di molti genitori - con aneddotico, ma
importante beneficio - I’esclusione del glutine e della caseina dalla dieta dei loro figli sulla base di
segnalazioni in letteratura riguardanti 1’eccessiva presenza di sostanze di origine digestiva in grado
di interagire a livello del sistema nervoso centrale di questi soggetti. Tale trattamento consiste
nell’esclusione dei cibi da cui originerebbero la B-caseomorfina e B-gliadomorfina, sostanze ad
azione oppioide in grado di passare la barriera ematoencefalica ed interagire con il sistema di

neurotrasmissione centrale.



Gli studi che hanno indicato la presenza di una patologia infiammatoria cronica intestinale insieme
ad un’alterata permeabilita intestinale precedentemente descritta, confermerebbero, da un punto di
vista patogenetico, I’efficacia della terapia dietetica segnalata in questi soggetti. D’altra parte, non
essendo ancora disponibili in letteratura studi controllati sull’efficacia della terapia farmacologica e
dietetica sull’ “enterocolite autistica” e di conseguenza sull’autismo, I’impiego di farmaci non

convenzionali e I’utilizzo di diete specifiche costituisce un importante problematica terapeutica.

1.3 Argomentazioni

Affrontare la problematica dell’autismo nella sua molteplicita ¢ molto complesso. Si tratta, infatti,
di un capitolo vasto sia dal punto di vista strettamente neuropsichiatrico che da quello medico piu
generale poiché le problematiche cliniche e di gestione che i pazienti affetti da tale patologia
comportano sono numerose.

Nella pratica clinica, ci troviamo, come neuropsichiatri, a dover fronteggiare una grossa richiesta
che viene dal “basso”, dalle famiglie, da chi cio¢ deve gestire quotidianamente una patologia a
eziopatogenesi parzialmente sconosciuta e senza terapie risolutive. | genitori, da soli o attraverso le
associazioni, reclamano risposte da parte degli specialisti sull’efficacia di cure innovative,
intraprese in altri paesi, di cui vengono a conoscenza attraverso i sistemi di comunicazione. Spesso
queste informazioni giungono ai genitori dei nostri pazienti in modo dirompente ed accattivante;
qualsiasi possibilita viene lecitamente vissuta come provvedimento potenzialmente efficace e quindi
da provare al di fuori di ogni controllo medico-sanitario. Vi sono genitori che dedicano le proprie
risorse economiche, lavorative e familiari non solo alla gestione del figlio, ma anche alla ricerca
continua e spasmodica di risoluzioni valide.

Senza voler avvallare ogni informazione o nuova proposta, riteniamo che sia doveroso rispondere in
modo scientifico alle nuove esigenze delle famiglie coinvolte da questa patologia.

E’ necessario riuscire a consolidare le conoscenze sugli aspetti fisiopatologici emergenti correlati
all’asse inflammatorio/immunologico tra intestino e sistema nervoso centrale.

| bambini con nuova diagnosi dovrebbero venire studiati per la possibile compresenza di una
malattia intestinale, indagando la presenza dei sintomi gastrointestinali sottostanti sia con lo
screening eziologico standard alla diagnosi sia successivamente in presenza di sintomi emergenti.
Sarebbe utile promuovere una campagna di sensibilizzazione per il riconoscimento precoce dei

sintomi gastrointestinali da parte dei pediatri di base e dei neuropsichiatri.



Sarebbe altresi importante promuovere studi clinici su larga scala volti a confermare I’efficacia
della dieta senza glutine e caseina e ad approfondire il ruolo terapeutico degli integratori alimentari
gia proposti o in uso in molti centri di ricerca americana, ma senza dati solidi pubblicati.

Questo progetto vorrebbe portare un contributo alla semplificazione di un aspetto problematico
dell’autismo. L’obiettivo pud sembrare riduttivo rispetto alla complessita di tale patologia, ma
riteniamo che qualsiasi approccio diagnostico e terapeutico che porti ad un miglioramento anche
minimo sia molto importante in questi pazienti che cosi potranno trarre piu vantaggio dalle terapie

riabilitative gia disponibili.



2.0 AUTISMO E DISTURBI DELLO SPETTRO

2.1 Epidemiologia dell’autismo e dei disturbi dello spettro

Nonostante sia ormai condiviso che I’ Autismo Infantile rappresenta una sindrome comportamentale
causata da un disordine dello sviluppo biologicamente determinato [Linee Guida SINPIA 26], non
essendo ancora chiaro quale esso sia, la diagnosi si avvale di criteri comportamentali riportati dalle
principali classificazioni internazionali [DSM IV e ICD 10, 27-28].

L’ Autismo ¢ incluso nel gruppo dei “Disturbi Pervasivi dello Sviluppo (DPS)” secondo il DSM 1V,
o delle “Sindromi da alterazione globale dello sviluppo psicologico” secondo I'ICD 10. Queste
definizioni raccolgono diverse categorie diagnostiche che si caratterizzano per 1’insorgenza precoce
e per la compromissione grave e generalizzata di diverse aree dello sviluppo psicologico del
bambino e si presentano con:

- menomazione qualitativa nell’interazione sociale reciproca

- menomazione qualitativa nella comunicazione verbale e non verbale e nell’attivita immaginativa

- marcata limitazione del repertorio di attivita e di interessi

La nomenclatura adottata dalle principali classificazioni internazionali specifica che le alterazioni
presenti in queste patologie coinvolgono diverse aree di funzionamento e compromettono il normale
sviluppo del bambino, distorcendolo.

L’Autismo non presenta prevalenze geografiche e/o etniche in quanto ¢ stato descritto in tutte le
popolazioni del mondo, di ogni razza o ambiente sociale. Presenta invece una prevalenza di sesso,
in quanto colpisce i maschi in misura da 3 a 4 volte superiore rispetto alle femmine [29].

Negli ultimi anni si e assistito ad un crescente dibattito ed ad un fiorire di studi epidemiologici per
determinare la reale incidenza dell’Autismo e dei Disturbi dello Spettro Autistico. Una recente
pubblicazione situa in maniera allarmante la prevalenza dei Disturbi dello Spettro Autistico a circa
1’65:10000 della popolazione infantile [30].

Analisi italiane controbilanciano questo dato e situano i DPS allo 7,2:10000 nella popolazione di O-
18 anni della Regione Piemonte [31]. In ogni caso, vi € accordo in letteratura sul fatto che si sia
assistito negli anni ad un aumento dell’incidenza, come Fombonne conferma in diverse
pubblicazioni [32-33].

L'analisi condotta da Fombonne [32] del trend in UK in un intervallo di 24 anni (dal 1973 al 1997
suddividendo in 5 gruppi di anni) permette di riconoscere come negli anni si sia assistito ad un
crescere di diagnosi di casi di Autismo con migliore funzionamento intellettivo e con una maggior

proporzione di casi maschili. L’autore considera che quest’aumento possa essere dovuto a diversi



fattori quali un miglioramento delle capacita di diagnosi ed un allargamento dei criteri diagnostici,
un aumento della diagnosi di Disturbi dello Spettro Autistico rispetto alla diminuzione di quella di
Ritardo Mentale e, infine, un effettivo incremento della prevalenza, le cui cause pero rimangono per
lo piu sconosciute.

In realta, una recente metanalisi degli studi di prevalenza ha mostrato una grande eterogeneita nelle
stime di prevalenza dell’Autismo Tipico e dei Disturbi dello Spettro Autistico e ne ha attribuito nel
61% dei casi le cause ad una differenza nei criteri diagnostici (DSMIV/ICD10/altro), nell’eta di
screening e nella regione geografica [34]. L'eterogeneita dei processi diagnostici nella pratica
clinica e dell'eta di diagnosi erano state peraltro rilevate gia in altri studi [35].

2.2 lpotesi eziopatogenetiche dell’autismo

Leo Kanner, psichiatra infantile, nel 1943, ¢ il primo ad utilizzare il termine di “autismo” per
indicare una specifica sindrome da lui osservata in 11 bambini, sindrome che chiamo ‘“‘autismo
precoce infantile” e che ancora oggi, nella sua forma piu classica, porta il suo nome. Nelle sue
prime osservazioni descrisse dettagliatamente alcune peculiarita dell’autismo e per la prima volta
venne cosi definito un gruppo di soggetti affetti da una sindrome particolare. Inizialmente Kanner
aveva ipotizzato un’innata incapacita a comunicare quale causa del comportamento di chiusura; in
seguito, I’analisi delle famiglie indusse Kanner ad ipotizzare che alla base dell’autismo dei figli vi
fosse il comportamento dei genitori, ma in seguito egli ritratto queste ipotesi.

Hans Asperger, quasi contemporaneamente, ma indipendentemente, utilizzo il termine di
“autistichen psychopathen” [36]. per definire un disturbo che interessava una determinata
popolazione infantile con sintomatologia in gran parte simile a quella descritta da Kanner per i suoi
soggetti, ma con capacita cognitive nettamente superiori. Asperger ipotizzo che alla base vi fosse un
disturbo del contatto a livello altrettanto profondo dell’affetto e/o dell’istinto. Nel ventennio
successivo alle osservazioni di Kanner, anche grazie all’impostazione teorica di quest’ultimo,
furono le teorie psicodinamiche il principale punto di riferimento nello studio dell’autismo.
Bettelheim [37] fu uno dei primi autori ad interessarsi a quest’argomento, sviluppando il concetto di
“madre frigorifero” per descrivere un tipo di rapporto caratterizzato da carenza di contatto fisico,
pratiche alimentari anomale, difficolta nel linguaggio e/o del contatto oculare con il figlio; I’autismo
risulterebbe in quest’ottica un meccanismo di difesa.

Pur restando sempre alla base del modello psicodinamico, questo concetto subi delle modifiche in
relazione ai sempre crescenti indizi che sembravano implicare un substrato biologico nella

sindrome. Il primo autore a sostenere in modo sistematico che la causa della sindrome autistica non
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fossero i genitori ma che il disturbo avesse una base organica é stato Rimland [38]: per I’autore
infatti ’autismo era causato da alterazioni morfologiche e funzionali a base organica. Ne scaturi
I’approccio “organicista” che cercava di individuare alterazioni organiche alla base della sindrome.
Nonostante la varieta di elementi raccolti congruenti con quest’ipotesi, non ne ¢ stato ancora isolato
uno in particolare che possa essere considerato come caratteristico di tutte le forme di autismo, tanto
che attualmente si e portati a credere che non esista un unico autismo ma che in questa categoria
siano invece comprese diverse patologie e manifestazioni sintomatiche, provocate da diverse cause
organiche.

E’ comunque ormai condiviso che 'autismo ¢ una sindrome comportamentale causata da un
disordine dello sviluppo biologicamente determinato, non ancora noto e il cui esordio avviene molto
precocemente. L’autismo sarebbe causato da un disordine dello sviluppo del Sistema Nervoso

Centrale la cui origine potrebbe risiedere in diversi fattori [39].

2.2.1 Gli aspetti biologici

In quasi mezzo secolo di ricerche si sono susseguiti accesi dibattiti ma ancora oggi 1’origine ¢ lo
sviluppo patogenetico dell’autismo non sono noti, anche se si concorda ormai sull’idea di una
multifattorialita di cause psico-neuro-biologiche.

Alterazioni organiche sono state riscontrate solo in una piccola percentuale di casi (poco piu del
10% circa). In alcuni casi il disturbo autistico e stato infatti ricondotto ad una malattia organica,
quali per esempio 1’X Fragile, la Sclerosi Tuberosa, la Fenilchetonuria e la Rosolia intrauterina
[40]. Gli unici dati biochimici che sono stati confermati su numerosi soggetti affetti da autismo sono
I’iperserotoninemia [41] e [l’alterazione dei peptidi urinari [42], pur essendo quest’ultima

probabilmente piu frequente nei soggetti del Nord America e del Nord Europa.

2.2.2 Alterazioni funzionali

La maggior parte delle ricerche che riportano dati relativi all’Elettroencefalografia di soggetti affetti
da autismo hanno riscontrato una maggiore frequenza di anomalie del tracciato
elettroencefalografico (EEG) con un rallentamento focale, punte e scariche parossistiche punta-onda
[43]. Tuttavia le ricerche effettuate non hanno permesso di individuare caratteristiche significative

generalizzabili.
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Insufficienza di modulazione centrale

Un’ipotesi suggestiva risiede nella Teoria dell’insufficienza di modulazione centrale. I disturbi
legati alla comunicazione ed all’interazione sarebbero in realtd secondari ad un deficit in alcune
funzioni di base come I’attenzione, la percezione, 1’intenzione, 1’imitazione, il contatto. Tale deficit
puo essere evidenziato gia nei primi anni di vita del bambino, prima che compaiano i sintomi
classici dell’autismo. Alla base vi sarebbe un’alterazione dello sviluppo delle strutture del sistema
nervoso centrale preposte alla filtrazione e alla modulazione sensoriale, emotiva e posturo-motoria,
nel tempo e nello spazio. Gli studi neuropsicologici a conferma di questa teoria hanno dimostrato
I’esistenza di difficolta sensoriali di base e complesse [44].

Piu recentemente i ricercatori si sono orientati verso 1’ipotesi di difetti di interconnettivita cerebrale,

comprovata da numerosi studi neurofunzionali [45].

Neuroni specchio

La scoperta dei neuroni specchio da parte di Rizzolatti [46] nella corteccia parietale laterale
inferiore e la loro implicazione nei meccanismi dell’apprendimento e dell’empatia (attivazione
riflessa per azioni motorie ma anche per espressioni facciali e per sensazioni) e gli studi che sono
stati condotti successivamente su soggetti affetti da autismo ad alto funzionamento sia attraverso la
RMN encefalica funzionale [47] sia attraverso tecniche di elettroencefalografia [48] permettono di
ipotizzare un deficit di funzionamento dei neuroni specchio nell’autismo e di spiegare in questo
modo la caratteristica carenza di imitazione e di empatia, offrendo un modello interpretativo della

sindrome altamente affascinante che richiede di essere ulteriormente confermato e compreso.

2.2.3 Alterazioni morfostrutturali

Gli studi effettuati di TAC e RMN riportano risultati diversi e contrastanti. E’ stata ipotizzata
un’alterazione del cervelletto, riscontrabile in un’ipoplasia del verme posteriore a carico dei lobi VI
e VII [49]. Altre ricerche hanno messo in evidenza delle anomalie dell’ippocampo e dell’amigdala,
attribuendo al sistema limbico un’importante implicazione nei casi di autismo [50]. E’ stata messa
in evidenza nelle persone affette da autismo la presenza ridotta di cellule di Purkinje [51-52],
inibitori della produzione di serotonina, i cui livelli ematici sono spesso aumentati in questi soggetti
[53-54].

Altre ipotesi sostengono che I’autismo sia dovuto ad anomalie disembriogenetiche nello sviluppo
del tronco cerebrale, con riduzione volumetriche di quest’ultimo [55-56]. L’interesse per le regioni

rostrali del cervello e stato sostenuto da altre evidenze scientifiche, quali I’analisi delle risposte
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autonome e vestibolari nelle ricerche di Ornitz [57] e i risultati contradditori degli studi con i
Potenziali Evocati Acustici del Tronco Cerebrale.

Il dato piu costante dal punto di vista fenotipico nell’autismo ¢ la macrocefalia, che rientra per lo
piu in un quadro di macrosomia e a cui non € stato pero finora possibile abbinare alcun significato
eziopatogenetico certo se non una correlazione statistica con disordini familiari disimmunologici ed

allergologici [58].

2.2.4 Alterazioni genetiche

Numerosi studi epidemiologici hanno evidenziato una familiarita per I’autismo, con ricorrenza in un
familiare di primo grado dal 2 al 8% [59] che, associata all’evidenza di una maggiore incidenza nei
soggetti di genere maschile e all’alta percentuale di ricorrenza nei gemelli monozigoti [60], ha
permesso di ipotizzare una base genetica. Questa ¢ sostenuta anche dall’evidenza di malattie
genetiche la cui presentazione clinica puo avvenire attraverso quadri comportamentali che rientrano
nella diagnosi di autismo, quali la Fenilchetonuria, la Sclerosi Tuberosa, I'X fragile ¢ la
Neurofibromatosi 1.

Gli studi finora condotti hanno evidenziato anomalie varie e localizzate in diversi cromosomi,
permettendo di suppone che siano implicati piu geni, verosimilmente diffusi nella popolazione
normale e che hanno di per se stessi un effetto debole. 11 modello proposto e quello di una malattia a
determinismo multifattoriale in cui le alterazioni mono/poligeniche, che stabiliscono una
predisposizione genetica, interagiscono con i fattori ambientali e danno luogo a diverse espressioni
fenotipiche che si situano su un continuum nell’ambito degli ASD. Esiste inoltre una frequenza
significativa di antecedenti di disturbi cognitivi o del linguaggio nei fratelli o nelle sorelle di
soggetti affetti da autismo [61], a confermare la presenza di una predisposizione genetica familiare
sulla quale agiscono successivamente o contemporaneamente fattori esterni ambientali [62].

Negli ultimi anni 1 filoni della ricerca genetica si sono orientati verso 1’analisi delle aberrazioni
cromosomiche (5-10% dell’autismo; cromosomi piu implicati: braccio lungo del cromosoma 15 ¢
cromosomi X e Y) e verso gli studi sistematici sul genoma (studi di linkage su familiari di | grado:
SIB PAIR TESTS, trovate localizzazioni su piu della meta dei cromosomi, non sempre confermate
dagli studi successivi). | risultati raggiunti sono stati finora deludenti per il riscontro di numerose
mutazioni di incerto significato e poco riprodotte, accanto ad un 90% circa di soggetti affetti da
autismo per i quali non e stata riscontrata alcuna alterazione genetica conosciuta. Spinti anche dalle
nuove conoscenze circa I’importanza dell’epigenetica e dell’interazione con 1 fattori ambientali pit

in generale, i ricercatori si sono orientati verso un approccio genomico. Si cerca infatti di
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individuare profili genetici che, interagendo con fattori ambientali, danno luogo a determinati
fenotipi, ipotizzando meccanismi patogenetici complessi che entrano in gioco nell’embriogenesi,
ma non solo, e che si esprimono a livello di molteplici apparati quali il SNC ma anche il sistema

immunitario e I’apparato gastrointestinale [63-64].

2.2.5 Alterazioni biochimiche

Si suppone che anomalie quantitative o qualitative a livello recettoriale o nei neurotrasmettitori
attivi nel sistema fronto-striatale possano essere coinvolte nel determinismo dell’autismo. In diversi
casi ¢ stata infatti documentata un’iperserotoninemia; in altri studi ¢ stata evidenziata una

disfunzione a carico del sistema dopaminergico [65-66].

Disfunzioni mitocondriali e stress ossidativo

Particolare attenzione é stata posta al riscontro di anomalie genetiche a carico del trasportatore per
’aspartato-glutammato situato nei mitocondri [67].

Un’alterata conformazione di questo trasportatore a livello mitocondriale, infatti, potrebbe essere la
causa di ipercalcemia e di elevati stress ossidativi che si esprimono a livello di molteplici apparati.
Le malattie mitocondriali, infatti, si stanno rivelando sempre piu complesse e variegate, sempre
meno neuromuscolari ma sistemiche, con meccanismi di trasmissione genetica particolari e a bassa
penetranza, potendo fornire un affascinante modello eziopatogenetico per il disturbo autistico.
Stress ossidativi insieme a deficit funzionali di enzimi antiossidanti nel sangue sono stati infatti
documentati nei soggetti affetti da autismo [68-70]. E’ stato possibile, tra 1’altro, evidenziare una
maggiore frequenza rispetto alla popolazione normale nei soggetti affetti da autismo e nei loro
familiari di polimorfismi a carico della metiltetraidrofolatoreduttasi (MHTFR) e di altri geni

deputati alla metilazione [70].

La teoria degli oppiodi

Un’ altra serie di studi suggerisce la presenza di elevati livelli di oppioidi nel Sistema Nervoso
Centrale (SNC) dei bambini affetti da autismo, che riflettono un’insufficiente digestione delle
proteine del glutine, della gliadina e della caseina [71].

L’aumentata permeabilita intestinale riportata nei soggetti affetti da autismo [72] sarebbe alla base
di un anomalo assorbimento dei peptidi derivati dalla caseina quali le caseomorfine [73] e dal
glutine e dalla gliadina, quali le gluteomorfine [74] che hanno un effetto oppioide. Anomalie dei

peptidi urinari sono state infatti confermate da diversi studi [75-79] e peptidi oppioido-simili sono
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stati ritrovati nei soggetti affetti da autismo nelle urine, nel siero e nel liquido cefalorachidiano [80-
81]. E’ stato inoltre dimostrato che tali oppioidi possono interessare il SNC [82-85] inibendone la
maturazione [86] e modulando i sistemi dei neurotrasmettitori, specialmente le monoamine [77].

Questo corredo sintomatologico e biochimico starebbe ad identificare nuovamente un gruppo

fenotipico caratteristico di alcuni soggetti affetti da Autismo Infantile [58].

2.2.6 Disordini immunologici ed allergie alimentari

Molti bambini affetti da autismo soffrono di ricorrenti infezioni che coinvolgono soprattutto

le alte vie aree e si esprimono con otiti ed ipertrofia adeno-tonsillare. Disordini immunologici sono
stati documentati in diversi studi [87-90]. I profili immunologici rivelano un significativo aumento
nel numero e nella proporzione di citochine infiammatorie che stimolano la produzione di
CD3+linfociti nella mucosa intestinale e nel sangue periferico [91]. E’ stata dimostrata inoltre una
riduzione significativa di IgA [92]. Disordini autoimmuni sono comuni nei soggetti affetti da
autismo [93]. Connolly et al. [94] hanno esaminato il siero dei soggetti affetti da autismo alla
ricerca di specifici anticorpi 1gG e IgM diretti verso il tessuto cerebrale che sono risultati aumentati
nei soggetti affetti da autismo a differenza dei controlli. Cio e stato confermato da altri autori anche
con anticorpi diretti verso il nucleo caudato, la corteccia cerebrale e il cervelletto [95]. Non é chiaro
se questi autoanticorpi siano responsabili di disordini neurologici o0 se siano una conseguenza di un
danno al SNC di altra origine.

Vi ¢ un’opinione diffusa infine che vi siano allergie alimentari che giocano un ruolo importante
nella patofisiologia dell’autismo. Sono stati dimostrati alti livelli di IgA, IgG e IgM specifici verso
proteine alimentari quali la lactoglobulina, la caseina e la Blactoglobulina rispetto a soggetti di
controllo [96]. Ciononostante non ¢ stata dimostrata un’ipersensibilita IgE mediata ai test standard
cutanei. Un altro studio condotto da Jyonouchi ha mostrato come i soggetti affetti da autismo
avessero livelli intestinali aumentati di citochine inflammatorie dirette verso specifiche proteine

alimentari rispetto ai controlli [97].
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3.0 DISTURBI GASTROENTEROLOGICI NELL’AUTISMO

3.1 Evidenze storiche e piu recenti

Per molti anni sono stati descritti disturbi gastrointestinali nell’autismo che colpiscono dal 10% al
50% dei pazienti [98], ma che sono stati generalmente sottovalutati o attribuiti a disfunzioni
comportamentali o sensoriali associate al disturbo.

Gia Asperger aveva descritto una possibile relazione tra il disturbo celiaco e i disordini psichiatrici
nell’infanzia [6] e Dohan scriveva nel 1968 [99] come “Soddy gli avesse scritto di aver notato che
ricorrenti disturbi gastrointestinali fossero una costante caratteristica dei bambini affetti da autismo
e che, tra gli altri sintomi, il bambino artistico deteriorato presentasse un’acuta diarrea”.

Nel 1971 Goodwin [7] riportava la presenza di feci voluminose, maleodoranti e poco consistenti o
di diarrea intermittente in un gruppo di 6 pazienti affetti da autismo.

Nel 1972 Walker-Smith e Andrews [8] hanno riportato basse concentrazioni di alpha-1-antitripsina
nei bambini con Autismo Infantile, un indice di perdita proteica intestinale. D’Eufemia [72] ha
dimostrato un’alterata permeabilita intestinale anche in soggetti affetti da Autismo Infantile non
sintomatici per disturbi gastrointestinali, il che farebbe supporre che buona parte dei disturbi siano
sottostimati, anche a causa dell’elevata soglia al dolore e delle difficolta comunicative tipiche di
questi pazienti [100].

L’alterata permeabilita intestinale nei soggetti affetti da Autismo Infantile ¢ stata confermata da altri
autori [4].

In una sistematica analisi di 385 pazienti con disturbo dello spettro autistico Melmed e Schneider
hanno identificato sintomi gastrointestinali clinicamente rilevanti nel 46% dei casi confrontati con il
10% dei 97 controlli appartenenti alla popolazione pediatricanormale [101].

Il reflusso gastroesofageo (RGE) sembra inoltre rappresentare il disturbo gastroenterico piu
frequentemente diagnosticato nei soggetti affetti da Autismo Infantile [102]. L’autore ha infatti
analizzato il tratto gastrointestinale superiore di 36 bambini affetti da Autismo Infantile che
presentavano diarrea cronica, meteorismo e distensione addominale e ha riconosciuto la presenza di
esofagite da reflusso di grado | e Il in 25 pazienti (69%), gastriti croniche in 15 pazienti (42%) e
duodeniti croniche con iperplasia delle cellule di Paneth in 24 pazienti (67%). L’attivita enzimatica
digestiva era ridotta in 21 pazienti (58%) e la secrezione pancreatica rispondeva all’infusione di

secretina in 27 pazienti (75%).
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Sono state inoltre descritte anomalie a carico della flora batterica intestinale dei soggetti con
diagnosi dello spettro autistico, con un’incidenza maggiore rispetto ai casi controllo di batteri
appartenenti al gruppo del Clostridium Histolyticum (cluster I e II) [103].

Bolte ha ipotizzato un ruolo neurotossico nell’autismo a carico della disbiosi intestinale causata dal
Clostridium [104]. Parallelamente, alcuni autori hanno riportato miglioramenti comportamentali in
seguito al trattamento con vancomicina di 11 bambini che presentavano autismo regressivo,
ipotizzando un’azione neurotossica del clostridium difficile insorta dopo terapia antibiotica a largo
spettro [105].

Sono state proposte terapie sistematiche con antifungini, quali la nistatina, e probiotici sulla base
dell’ipotesi che i bambini con autismo siano soggetti a crescita intestinale eccessiva di funghi o per
un’immunodeficienza o per un pregresso eccessivo uso di antibiotici e lo sviluppo di una “leaky gut
syndrome” o sindrome dell’intestino permeabile e di una tossicita diretta da parte dei prodotti
fungini. La banca dati ARI [106] raccoglie giudizi dei genitori su miglioramento, peggioramento o
nessun effetto di varie terapie sul comportamento autistico: per la nistatina si riportano 791 casi con
il 5% di casi peggiorati e il 47% dei casi migliorati (rapporto migliorati/peggiorati = 9.5); per il
fluconazolo 215 casi trattati e rapporto 7,3. Limitazioni dietetiche, precisamente di carboidrati e

frutta, avrebbero anch’esse un’azione antimicotica.

3.2 Il movimento DAN!

Sulla base di queste osservazioni, ma soprattutto nell’intento di riempire il vuoto lasciato dalla
medicina ufficiale che non riconosce una causa eziologia all’autismo se non nel 10% dei casi non
potendo quindi offrire terapie efficaci, hanno preso piede negli ultimi anni terapie alternative basate
sull’ipotesi che alla base dell’autismo vi sia un’interazione tra fattori genetici e fattori ambientali
suscettibili di terapia.

Molti promotori di quest’approccio si identificano con un movimento chiamato “DAN!” che
significa “Defeat Autism Now!” ispirato da Bernard Rimland, psicologo e genitore, fondatore di
ARI. I fautori del DAN! rifiutano peraltro 1’approccio classico delle sperimentazioni cliniche
controllate che considerano non etiche nel caso di un disturbo cosi pervasivo e accettano come dato

positivo la soddisfazione o I’insoddisfazione dei genitori. In nome di questo approccio ¢’¢ spazio
per una molteplicita di proposte (integratori alimentari, chelanti dei metalli pesanti, diete prive di
latte e glutine e per alcuni anche zuccheri, antimicotici, disinfettanti intestinali e probiotici).

In realta, il rifiuto da parte dei seguaci del DAN! di sottoporre a verifica oggettiva le ipotesi di

lavoro che da queste sperimentazioni non controllate potrebbero derivare rischia di bruciare anche
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eventuali buone intuizioni impedendo ogni sereno dialogo e lasciando i genitori nella difficilissima

posizione di dover decidere il miglior trattamento per il proprio bambino sulla base del passaparola.

3.3 Enterocolite autistica: un’entita clinica in discussione

Nel 1998 Wakefield ha per la prima volta ha dimostrato in un gruppo di pazienti affetti da autismo
regressivo la presenza di una malattia infiammatoria cronica intestinale che combina un disturbo
della motilita (reflusso gastroesofageo con stipsi alternata a diarrea) ed un'inflammazione con
aumento della permeabilita intestinale. Tale patologia ¢ stata denominata “Enterocolite Autistica”
ed e caratterizzata da iperplasia nodulare linfoide (LNH) e da ileocolite cronica [2].

Nel 2002 Wakefield [107] ha pubblicato un nuovo studio effettuato su 60 soggetti in eta evolutiva
affetti da ASD in cui ha dimostrato la presenza statisticamente significativa dell’LNH, rispetto ai
risultati di soggetti sani e di soggetti affetti da rettocolite ulcerosa che presentavano LNH in minor
misura, in maniera peraltro indipendente dall’eta; nello studio inoltre ¢ descritto un “proforma”
istopatologico che propone un’interpretazione qualitativa a partire da un’analisi quantitativa,
permettendo cosi di confrontare il profilo istopatologico con quello di altri quadri diagnostici.

Studi immunoistochimici hanno dimostrato la tipicita della malattia a carico dell’intestino con un
infiltrato di macrofagi e cellule che esprimono gli antigeni di classe Il [108] e un infiltrato di yo-
linfociti T ¢ CD8+linfociti T in eccesso, con danno a carico dell’epitelio [109] rispetto a controlli
sani o appartenenti ad altre patologie.

Studi a carico del piccolo intestino hanno indicato allo stesso modo una risposta immunopatologica
cellulo-mediata atipica [110]. Le caratteristiche della patologia, tra cui ’'LNH ¢ il deposito di
immunocomplessi sulla membrana basolaterale del duodeno, sono stati considerati suggestivi di una
patologia autoimmune [111]. E’ stato inoltre dimostrato un alto grado di correlazione tra la
calprotectina fecale e il grado di infiltrazione neutrofila nella mucosa del colon nei bambini affetti
da Autismo Infantile [112].

Successivamente, e stato dimostrato a livello immunoistochimico un interessamento analogo del
tratto superiore gastrointestinale [113] come é stato confermato a livello macroscopico mediante
I’utilizzo della videocapsula [114].

Per le sue caratteristiche, e stata riconosciuta una somiglianza con le IBD (Inflammatory Bowel
Diseases), ipotizzando una possibile evoluzione in Rettocolite Ulcerosa o Morbo di Chron [4 e
115]. Altri autori hanno riconosciuto alcune similitudini su base immunoistochimica con il Morbo

Celiaco e le allergie alimentari non IgE-mediate [116].
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L’ipotesi inizialmente presentata da Wakefield era che I’Enterocolite autistica fosse
un’inflammazione immunomediata e che tra i possibili triggers dell’autoimmunita ci fosse
I’antigene del vaccino del morbillo. L’interazione tra intestino e cervello avverrebbe attraverso
sostanze neurotossiche provocate da prodotti di degradazione di sostanze alimentari o da prodotti
del catabolismo della flora intestinale, che nella cirrosi sono neurotossici a causa del difetto del
filtro epatico e nell’autismo lo sarebbero per I’alterata permeabilita intestinale. Questo spiegherebbe
la “regressione” comportamentale di quei bambini con autismo regressivo e rientrerebbe pertanto in
quella componente ambientale che ¢ chiamata in causa a spiegare I’autismo.

L’ipotesi di una correlazione con la vaccinazione antimorbillo é stata smentita da numerose
pubblicazioni condotte anche dagli autori stessi che hanno ritrattato quanto inizialmente pubblicato
[12, 16, 117-120]. Molti autori hanno smentito inoltre la possibilita di riconoscere un’entita
inflammatoria cronica intestinale specifica per 1’autismo, riportando inoltre che 1’Iperplasia
Nodulare Linfoide (NHL) sostenuta da Wakefield come marchio macroscopico specifico non sia in
realta di per seé patologica, quanto molto frequente soprattutto in soggetti giovani [121-126].

E’ altresi vero che non € mai stato effettuato a tal fine un controllo su soggetti sani ed ¢ stato invece
dimostrato che ’'NHL ¢ caratteristica di bambini con sanguinamento gastroenterico [127]), allergie
alimentari [128]) e piu in generale di pazienti con difetti immunitari

e infezioni microbiche persistenti [129-132].

Nell’articolo del 2002 Wakefield [107] riportava come grazie alla terapia antinfiammatoria basata
sui 5aminosalicilati e/o alla dieta priva di glutine e caseina vi fosse una risoluzione della stitichezza.
A livello italiano negli ultimi anni ci sono stati alcuni riconoscimenti. In una recente delibera,
infatti, la Regione Marche ha riconosciuto “lI’erogazione dei prodotti dietetici destinati ad una
alimentazione particolare e posta a carico del Servizio Sanitario Nazionale in base al D.M. 8/6/2001
(“Assistenza sanitaria integrativa relativa ai prodotti destinati ad una alimentazione particolare’) per
le persone affette da malattie metaboliche congenite, fibrosi cistica e morbo celiaco. Di fatto la

condizione di enterocolite autistica € del tutto assimilabile a tali condizioni morbose”.

3.3.1 Descrizione clinica

Tra gli autori che accettano I’ipotesi dell’Enterocolite Autistica, vi € ormai una certa condivisione di
osservazioni, in primo luogo cliniche.

In un sottogruppo di bambini con Autismo Infantile é stata riconosciuta infatti la presenza di un
corredo sintomatologico gastroenterologico che include: disturbi dell’alvo, in particolare stipsi

cronica, dolore addominale, flatulenza e RGE associato a frequenti risvegli notturni. Altre volte €

19



riferita diarrea o da alvo alterno. Le feci sono spesso molto voluminose e possono avere
caratteristiche di malassorbimento (feci chiare, spugnose, con presenza di cibi indigeriti), anche con
la presenza di muco.

Dal punto di vista generale, si osserva magrezza, ipotrofia della masse muscolari.

Agli esami si rileva un’anemia sideropenica e sangue occulto nelle feci oltre ad anomalie delle
caratteristiche chimico-fisiche delle feci quali la presenza di amidi indigeriti.

| bambini spesso manifestano particolarita del comportamento quali autoaggressivita, crisi di rabbia
improvvise e posizioni ricorrenti “antalgiche” che esercitano una pressione sull’addome [4, 111]
oppure posizioni evacuative particolari che sono state ricondotte alla sintomatologia gastroenterica
(“torchio addominale”, defecazione in piedi; vedi Figura 1). Le difficolta evacuative

possono spiegarsi per la presenza di una mega-ampolla rettale che e stata peraltro documentata
[133] e spesso si associano ad un’acquisizione tardiva del controllo sfinterico. Si possono ritrovare
inoltre disturbo del sonno caratterizzato da risvegli frequenti in associazione 0 meno a RGE e, quasi
sistematicamente, disturbo dell’alimentazione con estrema selettivita alimentare a favore
generalmente di carboidrati (pane, pasta, patate), spesso con comportamenti di abbuffata e rifiuto di
altri cibi, tra cui 1 latticini/formaggi. Reazioni comportamentali abnormi all’ingestione di alcuni
cibi, specie latticini, sono state infatti riportate da diversi genitori.

I bambini con questo quadro sintomatologico spesso intraprendono gia a casa una dieta senza
glutine e caseina che, da quanto riferito dai genitori, riesce a migliorare la sintomatologia
gastroenterica (spesso si risolve la diarrea e subentra la stipsi o viceversa) e il disturbo del sonno e a
mitigare la selettivita alimentare permettendo I’introduzione di altri cibi,

quali verdure e frutta.

Figura 1. “Torchio addominale” e “Distensione addominale”
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3.4 La dieta senza glutine e caseina

Sono sempre piu numerose le segnalazioni da parte dei genitori di soggetti con autismo circa i
miglioramenti clinici in seguito all’introduzione della dieta priva di glutine e caseina.

Diversi studi hanno confermato i miglioramenti riferiti [134-144].

Come gia detto in precedenza, alla base dei miglioramenti potrebbe esistere, da una parte, un’allergi
a alimentare a questi prodotti e, dall’altra, un ruolo tossico degli oppiodi derivati dal metabolismo
del glutine e della caseina (gliadomorfina e Bcaseomorfina) che sarebbero anormalmente permeabili
alla mucosa intestinale [11].

Uno studio controllato in cieco ha dimostrato un miglioramento significativamente migliore nel
gruppo di soggetti affetti da autismo in dieta senza glutine e caseina per 1 anno, confrontato con un
gruppo di controllo di soggetti affetti da autismo, appaiati, non in dieta. In particolare si sono
osservati significativi miglioramenti nelle aree dell’attenzione, dei fattori sociali ed emozionali, dei
fattori comunicativi, cognitivi e senso-motori; inoltre si e osservato una significativa riduzione del
comportamento autistico che non si €& osservato nel gruppo controllo e un aumento
significativamente migliore dei punteggi cognitivi non verbali alla Scala Leiter che potrebbero
essere conseguenti ad una migliore prestazionalita attentiva [135].

La Cochrane Collaboration [145] ha condotto recentemente un’analisi delle pubblicazioni
sull’argomento concludendo che non ci sono attualmente evidenze sufficienti per consigliare una
terapia dietetica nell’autismo; tuttavia, tenendo conto di una sperimentazione controllata su piccolo
gruppo di bambini con risultati positivi su uno dei quattro outcome testati (i tratti autistici) e della
popolarita dell’ipotesi dietetica tra i genitori (in alcune nazioni fino al 30% dei bambini autistici
sono stati messi a dieta), consiglia di iniziare sperimentazioni serie su questo tema [146].

Anche il National Institute of Health degli USA sta conducendo ricerche in questo senso.

3.5 Integratori alimentari ed uso di enzimi

Diversi studi hanno considerato I’introduzione di integratori alimentari ed enzimi al fine di ottenere
un miglioramento clinico dei pazienti affetti da ASD.

Gli studi sull’efficacia della terapia con Secretina nei pazienti affetti da Autismo nel modificare il
comportamento hanno mostrato risultati contradditori, nonostante gli iniziali successi [147].
L’ormone era stato infatti introdotto al fine di agire come neuromediatore sul SNC in quanto capace
di superare la BEE e al contempo di ridurre la sintomatologia del RGE. Dopo diverse pubblicazioni

che hanno negato I’effetto positivo della secretina [148], alcuni autori hanno proposto in un articolo
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del 2005 che ’ormone possa effettivamente risultare efficace nel migliorare il comportamento di un
sottogruppo di pazienti con autismo ad alto funzionamento ed RGE, ipotizzano trattamenti mirati a
pazienti clinicamente riconducibili a quello presentato [149].

Sulla base della teoria degli oppioidi e delle evidenze circa i disturbi digestivi con alterazione della
flora intestinale nei soggetti affetti da ASD, sono stati inoltre proposti e sperimentati protocolli di
integrazione di enzimi alimentari, in particolare enzimi proteolitici.

Uno studio condotto da Brudnak [150] ha visto 1'utilizzo sperimentale di un complesso enzimatico
costituito da enzimi proteolitici insieme al Galattoso, impiegato, quest’ultimo, nella speranza di una
doppia azione, quella di indurre I’espressione genica per la Dipeptidil-peptidasi IV e quella di
favorire la proliferazione della flora intestinale. Trattati per 12 settimane, i soggetti con ASD hanno
mostrato un miglioramento clinico che si & espresso su diversi fronti ma che é stato maggiore per la
socializzazione e I’iperattivita con un miglioramento rispettivo del 90% e dell’80%. Non era stato
pero tenuto conto della dieta senza glutine e caseina che alcuni pazienti gia sostenevano ed inoltre
gli autori stessi riconoscono che vi e stato un alto tasso di abbandono anche causato da un‘iniziale
reazione avversa all’introduzione di enzimi, con insorgenza di aggressivita, iperattivita, alterazioni
dell’alvo, aumento dell’appetito o inappetenza.

E’ peraltro stato riportato a livello aneddotico da molti genitori come anche con I’introduzione della
dieta senza glutine e caseina spesso si 0sservano inizialmente reazioni di questo tipo che in seguito

scompaiono con il proseguire della dieta.
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4.0 OBIETTIVI DELLO STUDIO

Il presente progetto origina dalla riflessione sulla recente letteratura riguardante sia 1’aumentata
incidenza dell’autismo che il riconoscimento di un’interazione tra intestino e sistema nervoso
centrale nei pazienti autistici.

Dai dati in nostro possesso, anche se spesso discordanti tra loro, deduciamo come vi possano essere
importanti implicazioni clinico-terapeutiche in presenza di una maggiore conoscenza della patologia
gastrointestinale e del suo coinvolgimento immunopatologico cerebrale nei sintomi
comportamentali dei pazienti affetti da autismo.

Avendo a che fare nella pratica clinica con molti bambini affetti da tale patologia, di entita
estremamente variabile e che tende a presentarsi ad eta sempre inferiori, € nostro interesse
approfondire al meglio ogni ipotesi che possa avere una ricaduta clinico-terapeutica, oltre che
scientifica, importante.

In effetti, molti dei pazienti giunti alla nostra osservazione nel corso degli anni, presentavano
sintomi generici ascrivibili alla sfera gastrointestinale, soprattutto nei termini di difficolta allo
svezzamento e di selettivita alimentare, ma non ci & mai stato possibile classificarli in maniera
sistematica.

Riteniamo prioritario, al fine di impostare un progetto di verifica e di approfondimento
dell’associazione esistente tra autismo e disturbi gastrointestinali, una collaborazione
interdisciplinare che ci porti a confrontarci dal punto di visto diagnostico e successivamente
terapeutico, con colleghi pediatri (i primi, spesso, a visitare bambini a rischio non ancora
diagnosticati e a raccogliere le preoccupazioni dei genitori, anche relative alla sfera somatica),
gastroenterologi (con i quali condividire i dubbi specifici ed impostare gli approfondimenti piu
idonei) e nutrizionisti (specialisti in grado di impostare al meglio eventuali interventi dietetici,
tenendo conto anche della selettivita alimentare che spesso gia condiziona 1’apporto alimentare di

molti piccoli pazienti).

Ci siamo posti i seguenti obiettivi:

1) giungere all’individuazione e alla classificazione sistematica della presenza dei disturbi
gastrointestinali dei bambini che vengono diagnosticati nel nostro ambulatorio dei “Disturbi
pervasivi dello Sviluppo” e di quelli gia seguiti dal punto di vista riabilitativo-terapeutico
presso il Centro per la Diagnosi ¢ la Cura dell’Autismo e dei Disturbi Generalizzati dello

Sviluppo della Clinica di Neuropsichiatria Infantile dell’Ospedale San Paolo di Milano.
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2) Valutare l’esistenza di una correlazione tra i dati clinici (presenza di sintomatologia

gastroenterologica) e grado di alterazione ai test di laboratorio (Calprest, Test di
Permeabilita Intestinale).

3) Individuare, sulla base dei dati emersi, possibili modelli di trattamento specifici e precoci.
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5.0 MATERIALI E METODI

5.1 Fasi del progetto

Il progetto impostato preliminarmente prevedeva I’articolazione in cinque fasi suscettibili di
modifiche qualora la ricerca ci avesse portato a cambiamenti nella realizzazione del progetto
iniziale.

Si sono in effetti rese necessarie delle modifiche, alcune individuate sulla base del confronto in
equipe, altre determinate da problematiche ed esigenze cliniche evidenziatesi in itinere.

5.1.1 Prima fase: ricerca e validazione del protocollo diagnostico

Questa prima fase ha previsto il confronto con i colleghi gastroenterologi pediatri in merito alla
definizione e validazione di un protocollo diagnostico definitivo che consentisse la valutazione dei
disturbi gastroenterici secondo un elenco di items per i quali e stata precisata una corrispondenza

terminologica e clinica.

5.1.2 Seconda fase: somministrazione del protocollo (stima dell’incidenza e arruolamento di due

gruppi di pazienti)

In seguito alla validazione teorica del protocollo, come primo step € stata effettuata una stima
dell’incidenza statistica dei diversi disturbi gastrointestinali nei bambini del nostro campione.

Ci eravamo posti I’obiettivo iniziale di verificare I’incidenza statistica di tali disturbi in un
campione di almeno 30 pazienti di eta compresa trai2 e i 18 anni.

Abbiamo successivamente deciso di raccogliere i dati di un campione piu ampio: ci e sembrato un

obiettivo perseguibile in un anno di tempo quello di ottenere i dati relativi ad almeno 100 pazienti.

Il secondo step di questa fase prevede di proseguire con I’arruolamento dei pazienti da sottoporre

all’intero protocollo.
Ci siamo proposti di raccogliere i dati di almeno 25 pazienti con disturbi gastrointestinali (casi) e di

confrontarli con almeno 25 pazienti senza alcun disturbo inerente la sfera gastrointestinale

(controlli).
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5.1.3 Terza fase: esecuzione dei test di permeabilita e di flogosi intestinale

La terza fase del progetto originario prevedeva che i pazienti entrati nella sperimentazione venissero
sottoposti a due test: il test di permeabilita intestinale lattulosio-mannitolo e il dosaggio della
calprotectina fecale (indice di flogosi intestinale).

Test della permeabilita intestinale lattulosio-mannitolo

Si tratta di un test non invasivo, di semplice esecuzione e basso costo e serve per valutare eventuali
alterazioni della permeabilita e della capacita funzionale di assorbimento della parete intestinale.
Rappresenta il metodo piu affidabile per valutare I’integrita della mucosa gastrointestinale.

E’ un test molto sensibile (sensibilita 90%, valore predittivo positivo 90%, valore predittivo
negativo 97%), ma poco specifico, in quanto un gran numero di condizioni possono influenzarne il
risultato (Tabella 1).

L'integrita della mucosa intestinale viene valutata mediante la misurazione del rapporto di
escrezione urinaria di due sostanze-test somministrate per via orale che presentano un diverso
indice di permeabilita: una molecola piu grande, un disaccaride (lattulosio o cellobiosio) ed una piu
piccola, un monosaccaride (mannitolo o L-ramnoso). Si tratta di due zuccheri inerti, non
metabolizzati dall’intestino e quindi la loro quota assorbita si ritrova completamente escreta nelle
urine entro 6 ore. Il mannitolo viene assorbito agevolmente attraverso la mucosa intestinale;
nell’intestino sano la percentuale media del suo assorbimento ¢ del 14%, mentre valori inferiori
sono indice di alterato assorbimento intestinale. Al contrario il lattulosio, in condizioni fisiologiche
viene assorbito assai scarsamente, meno dell’1%; valori piu elevati si presentano in condizioni di
alterato assorbimento intestinale.

Al mattino a digiuno il paziente assume una miscela composta da 2 grammi di mannitolo e 5
grammi di cellobiosio sciolti in 100 ml di acqua per ottenere un’osmolarita di 270 mOsm.

Al termine di un periodo di digiuno di 5 ore, in cui viene effettuata la raccolta delle urine, si misura
in HPLC (High Performance Liquid Chromatography) la loro concentrazione.

Il valore normale del rapporto disaccaride/monosaccaride e < 0,023.

Nei disordini del piccolo intestino la permeabilita transcellulare tende a diminuire in risposta ad una
riduzione delle cellule mature del villo intestinale, mentre la permeabilita paracellulare tende ad

aumentare in conseguenza del danno delle giunzioni serrate tra gli enterociti.
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Tabella 1. Principali condizioni potenzialmente associate ad aumento della permeabilita intestinale

Patologie digestive

Patologie
extra-digestive

Uso di farmaci
0 altre sostanze

v' Infezioni intestinali v' Insufficienza renale
v' Allergie alimentari v" Diabete
. . ) v
v Malattia celiaca v’ Infezione da HIV FANS .
Lo . . v" Terapia con farmaci
v" Fibrosi cistica v Sclerosi multipla . .
L . citotossici
v Malattie infiamm v Sclerodermia : :
. I S v Assunzione di alcol
croniche intestinali v’ Sarcoidosi
v' Epatopatia acuta e v' Artrite reattiva
cronica v Spondilite anchilosante
v' Irradiazione v Anemia ferropriva
dell’addome v Ipogammaglobulinemia
Ischemia intestinale v Endotossinemia

Chirurgia addominale
Nutrizione parenterale
totale

v' Disordini funzionali

ANANIN

Dosaggio della calprotectina fecale

Nell’approccio diagnostico alle patologie caratterizzate da un significativo aumento dello stato di
flogosi fisiologica a livello gastrointestinale, accanto ai comuni indici di inflammazione, poco
specifici per le patologie gastrointestinali (velocita di eritrosedimentazione, proteina C reattiva,
conta piastrinica etc...), sono stati recentemente proposti nuovi esami di laboratorio il cui utilizzo
sta divenendo sempre piu diffuso.Diverse proteine prodotte dai leucociti sono state proposte come
marcatori di flogosi intestinale. Tra queste la calprotectina fecale (CF) & sicuramente una delle piu
studiate.

Si tratta di una proteina di 36 KD, legante il calcio e lo zinco, che costituisce oltre il 60% delle
proteine citosoliche dei neutrofili e che resiste bene alla degradazione termica ed enzimatica. Si
mantiene stabile a temperatura ambiente fino a 7 giorni ed é facilmente dosabile nelle feci tramite
test ELISA commerciali.

Nei soggetti sani di eta compresa tra i 2 e i 17 anni i valori normali di CF sono sempre inferiori a
100 microgrammi/grammo di feci, senza differenze significative a seconda di eta, sesso e tipo di
alimentazione.

Gli intervalli di riferimento suggeritici dal Laboratorio Analisi per i minori sono i seguenti (unita di
misura mg/L): positivita per valori superiori a 50.

Il dosaggio dei livelli di CF e ormai considerato il marcatore non invasivo piu affidabile per lo
studio di un processo flogistico a carico di ogni segmento del tratto gastrointestinale dall’esofago al

retto.
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Esofagiti, gastriti, enterocoliti infettive o allergiche, celiachia, malattie infiammatorie croniche
intestinali (MICI) sono tutte le condizioni in cui e possibile riscontrare valori di CF patologici
(>100 microgrammi/gr di feci). Al contrario, in tutti i disordini di natura funzionale i livelli di CF
sono sempre nel range d normalita (comunque ben al di sotto dei 100 microgrammi/gr di feci).

E’ importante ricordare che anche in presenza di processi emorragici a carico di qualsiasi segmento
intestinale si posssono avere aumentati livelli di CF: polipi/poliposi, diverticolo di Meckel,
sanguinamento in corso di ragadi o di patologia emorroidaria, angiomatosi dell’intestino.

Nella Tabella 2 sono elencati i principali fattori in grado di determinare falsi positivi al test.

Nei bambini affetti da celiachia o enterocolite allergica e sottoposti a dieta di esclusione i valori di
CF ritornano nel range di normalita entro 2-6 settimane. Cio rende possibile 1’utilizzo della CF nel
follow-up di queste patologie, allo scopo di monitorare la risposta alla dieta di esclusione.

Uno dei campi di maggior utilizzo della CF é sicuramente rappresentato dalle MICI.

La forza della CF ¢ quella di riuscire a misurare direttamente 1’attivita inflammatoria mucosale,
anche quando questa non e in grado di determinare alterazioni dei valori di VES e PCR. Pertanto, il
dosaggio della CF puo essere utile nell’approccio iniziale al bambino con sospetta MICI e
sintomatologia sfumata per svelare la presenza di flogosi a livello intestinale.

| valori di CF correlano meglio di ogni altro marcatore non invasivo o score clinico con il grado di
inflammazione mucosale determinato dal punto di vista endoscopico ed istologico.

Cio rende il test molto utile nel follow-up di questi pazienti: con la misurazione periodica dei livelli
di CF e possibile evidenziare stati sub-clinici di flogosi intestinale e valutare meglio, in modo
assolutamente non invasivo, I’andamento della malattia e la risposta al trattamento, nonché predire

eventuali riacutizzazioni.

Tabella 2. Principali variabili in grado di determinare falsi positivi dei livelli di CF

Eta < 12 mesi

Sanguinamento intestinale

Epistassi, mestruazioni in atto

Assunzione di farmaci (inibitori pompa protonica,
antiinflammatori non steroidei)

Modalita di raccolta e conservazione delle feci

ANANENEN

(\
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Figura 2. Scheda di approfondimento Calprest

Descrizione
Calprest & un test immunoenzimatico in colorimetria per la determinazione
diretta della calprotectina nelle feci.

Configurazione

Calprest ___ codice 9031

Il kit contiene tutti i reagenti necessari per eseguire 96 determinazioni.
Dispositivo per raccolta feci o codice 9120 o
50 pezzi.

Calprest: importanza del problema

La malattia di Crohn (MC) e la colite ulcerosa (CU) sono malattie
inflammatorie croniche intestinali la cui eziologia & ancora ignota; il tasso di
incidenza annuo oscilla intorno a 4/100.000 abitanti per la MC e 8/100.000 per
la CU. Il cancro colon-rettale i cui principali fattori di rischio riconosciuti sono la
predisposizione genetica, la dieta, la presenza di MICI e I'’eta, ha un tasso di
incidenza annuo pari a 25/100.000 nella popolazione europea occidentale ed
americana.

Calprotectina: struttura, funzione, localizzazione

La calprotectina & una proteina antimicrobica appartenente al gruppo delle
proteine Ca-leganti della famiglia S100. E costituita da una catena
polipeptidica leggera e da due catene polipeptidiche pesanti, ed ha un peso
molecolare totale di 36,5 Kda. E presente nei granulociti neutrofili dove
rappresenta il 5% delle proteine totali e il 60% di quelle della porzione
citoplasmatica; in minore quantita si riscontra nei macrofagi attivati e nei
monociti. La calprotectina é stabile nei campioni di feci per parecchi giorni a
temperatura ambiente e per periodi molto pit lunghia -20°C.

lL'aumento di calprotectina fecale & dovuto all’escrezione fecale dei neutroili e
dei macrofagi migrati dal circolo sanguigno nel lume intestinale attraverso Ia
mucosa inflammata. Questa ipotesi & confermata da molti lavori scientifici che
hanno dimostrato la stretta associazione tra la concentrazione fecale di
calprotectina e il quadro istologico ed endoscopico dellinfiammazione
intestinale nei pazienti affetti da MIC|.

Indicazioni ai test

Test di screening non invasivo che, in associazione alla sintomatologia clinica,
& in grado di rivelare in modo affidabile la presenza di flogosi nella mucosa
intestinale. Questo dato & utile nella diagnosi e nel monitoraggio delle Malattie
Infiammatorie Croniche Intestinali (MICI), nello screening dei soggetti ad alto
rischio di malattia.

Caratteristiche del kit

6 calibratori

2 controlli

incubazioni a temperatura ambiente

risultati guantitativi espressi in mg/kg

prodotto secondo standard di qualita UNI EN ISO 9001

e ® o @ o
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Calprest nella pratica clinica

Il ruolo della calprotectina fecale quale marker non
invasivo delle Malattie Infiammatorie Croniche Intestinali
(MICI) & ormai noto. | risultati ottenuti in un recente studio
(Tabella 1 e 2)" hanno confermato I'utilita di questo test
per definire il grado di infliammazione intestinale in quanto
la calprotectina correla in maniera significativa con I'attivita
clinica della malattia. La calprotectina fecale pud essere
pertanto usata come test di screening, una specie di VES
dell'intestino, in quanto permette di selezionare i pazienti
con infiammazione da avviare ad ulteriori esami con una
migliore accuratezza rispetto ai normali test biochimici
(VES, PCR)?. La calprotectina fecale aumenta in oltre il
95% dei pazienti con MICI, e, grazie all'elevato valore
predittivo negativo®, permette di differenziare in modo
affidabile i pazienti con MICI da quelli con IBS. La
determinazione della Calprotectina fecale trova
‘applicazione anche in campo pediatrico e neonatale. Nei
pazienti pediatrici affetti da MICI la concentrazione di
calprotectina & un dato pitl affidabile rispetto ad altri criteri
soggettivi correntemente in uso ed ha sensibilita e
specificita decisamente migliori rispetto ad altri indici di
laboratorio®”. Inoltre, pazienti con MICI in remissione
clinica ed istologica hanno livelli normali di calprotectina®.
Questo dato indica che la determinazione calprotectina
potrebbe assumere una maggiore rilevanza nella pratica
clinica in quanto potrebbe essere impiegata nel
monitoraggio della remissione clinica al posto degli attuali
esami endoscopici, costosi e non gradevoli per il paziente.

Tabella2 :
Efficienza diagnostica di calprotectina fecale, VES e
proteina C Reattiva

2)

- Casidi MICicon

" CasidiMIClconi - | Cas
" valore hormale:

“valore patologica:

¥°fa'€

Calprotectina

30 (93.7%) 2(6.3%) 32

VES 8 (25.0%) 24 (75.0%) 32

Prot. C-reattiva 18 (56.1%) 14 (43.9%) 32
Perché Calprest?

La determinazione della calprotectina fecale & pertanto
utile nelle seguenti condizioni:

+ Diagnosidifferenziale (MICled IBS)

o Previsionedellericadute cliniche

+ Follow-up delle MICI e adozione di una corretta
strategia farmacologica.

» Screeningdeicasididiarreacronica

Tabella1

Valori di calprotectina nei differenti gruppi di pazienti( MC:
Crohn: RCU: Retto-Colite Ulcerosa; AP: altre Patologie
intestinali; Sll: Sindrome dell'Intestino Irritabile; ASI:
Individui Asintomatici) (1)
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=
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£ 50 3] % .
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7 200 H 'y

o
100 - ¢ * E
H )
o b o ¢ 8 |
Mc RCU AP sil ASI
(n=51] [n=21] [n=21] [n=37]  [n=30]

Calprest in pazienti IBD con remissicne
mucosale coampleta

20 000 — s P<0.0001

19 oy

® active disease

©  remission

1000

100

=

Calprotectin mg/l. Log scale

o

Crobn disease Uleerative colitis

Livelli di calprotectina fecale in pazienti affetti da
Malattia di Crohn e Colite Ulcerosa con malattia
attiva e durante [a remissione *
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Questa fase ha subito le maggiori modificazioni.

Mentre per il Calprest si e riusciti ad incontrare la collaborazione delle famiglie dei pazienti — pur
con alcuni disagi e la necessita di flessibilita nella raccolta dei campioni in giorni ed orari differenti
da quelli inizialmente preventivati, il Test di Permeabilita Intestinale Lattulosio-Mannitolo si &
mostrato da subito di piu difficile esecuzione.

Per la corretta esecuzione di tale tipo di test, infatti, si rende necessario il digiuno prolungato dei
pazienti: devono giungere a digiuno in ospedale e mantenere il digiuno per 5 ore successivamente
all’ingestione della bevanda zuccherata. Tale necessita, pur spiegata idoneamente e recepita dalle
famiglie, ha precluso per diversi pazienti I’arruolamento o la corretta esecuzione del test.

Un ulteriore ostacolo, trattandosi di pazienti piccoli e spesso caratterizzati da estrema selettivita
alimentare e difficolta o bizzarrie inerenti le sfere sensoriali (gusto e olfatto), & stato rappresentato
dalla palatabilita della miscela composta dai due zuccheri con I’acqua.

Anche I’aspetto della raccolta seriata delle urine ha rappresentato un ulteriore ostacolo che ha in

alcuni casi pregiudicato la buona riuscita dell’indagine.

Tali difficolta, in parte preventivate, ci hanno indotto a modificare gli obiettivi previsti per la terza
fase: in itinere, si & dunque presa la decisione di sottoporre tutti i pazienti arruolati al Calprest e di
riservare il piu difficoltoso Test di Permeabilita solo a quei pazienti con indici di alterata flogosi

intestinale (ovvero valori di calprotectina fecale alterati).

5.1.4 Quarta fase: confronto dei dati clinici con quelli di laboratorio

La quarta fase prevedeva il confronto dei dati acquisiti attraverso la valutazione clinico-anamnestica
con quelli risultanti dal Test Lattulosio-Mannitolo e dal Calprest con I’obiettivo di verificare
I’esistenza di una correlazione tra la rilevanza dei sintomi ed il livello di alterazione dei test.
Ovviamente anche questa fase ha risentito delle modifiche effettuate a monte, per cui si & proceduto
a mettere a confronto i due gruppi di pazienti (casi e controlli) rispetto ai risultati ottenuti al
Calprest.

| dati relativi al Test di Permeabilita verranno correlati con quelli del Calprest e la clinica.
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5.1.5 Quinta fase: impostazione di interventi terapeutici e monitoraggio clinico-sintomatologico

L’ultima fase del progetto prevedeva che ai pazienti che avessero presentato indici di alterato
assorbimento al test di permeabilita intestinale, a quello di flogosi intestinale e/o anomalie clinico-
anamnestiche venisse proposto 1’avvio di un adeguato intervento dietetico (esclusione del glutine ¢
della caseina) e, qualora indicato, anche farmacologico.

Questi pazienti sarebbero stati rivalutati trimestralmente.

Il follow-up gastroenterologico avrebbe previsto la valutazione della persistenza dei sintomi, delle
loro caratteristiche ed intensita e il retest calprotectina fecale e lattulosio-mannitolo.

Il follow-up neuropsichiatrico sarebbe stato effettuato attraverso la valutazione dei sintomi autistici
mediante 1’utilizzo della scala di valutazione standardizzata Behavioral Summarized Evaluation

(BSE [151]) basata sia sul colloquio con i genitori che sull’osservazione diretta del paziente (Figura
3).

Le difficolta riscontrate a livello dell’esecuzione degli specifici test, la scarsa compliance delle
famiglie rispetto ad interventi specifici e di monitoraggio, insieme alla dubbia interpretazione di
alcuni risultati (correlazione dati clinici e di laboratorio) hanno modificato la tempistica di
quest’ultima fase del progetto.

Tale fase € da poco iniziata e, in considerazione della latenza tra inizio delle terapie ed eventuale

modificazione dei sintomi, la valutazione della sua efficacia, avverra in un tempo successivo.
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Figura 3. BSE di Barthelemy, versione italiana

SCALA ERC-A-III (BSE) TRADUZIONE ITALIANA

Nome Cognome data

Segnare una crocetta nella colonna corrispondente 0123 4

al livello di frequenza che si ritiene pii esatto

1 |Cerca di isolarsi

2 |Ignora gli altri

3 interazione sociale iﬁsufﬁcient'e

4 [Modo di guardare non appropriato

5 |Non si sforza di comuniéare con la voce o con le parole
6 |Difficolta di comunicare con i gesti e con la mimica

7 |Emissioni vocali o verbali stereotipate, ecolalia

8 |Mancanza di iniziativa, attivita spontanea ridotta

9 |Problemi nel rapporto con gli oggetti (bambola od altro)
10 |Intolleranza al cambiamento, alla frustrazione

11 jAttivita senso-motoria stereotipata

12 | Agitazione, turbolenza V\

13 |Mimica, andature e postura bizzarre

14 | Aggressivita verso se stesso

15 | Aggressivita verso gli altri

16 | Piccole manifestazioni d’angoscia

17 1Disturbi dell’'umore

18 |Disturbi del modo di mangiare e di bere

19 |Fatica a stare attento, si distrae

20 | Disturbi dell'udito '

4d ogni sintomo corrisponde un numero da 0 a 4 che contrassegna la frequenza di
comparsa e precisamente:

0 = MAI I= TALVOLTA 2= SPESSO 3= MOLTO SPESSO 4= SEMPRE
CONTINUATIVO
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5.2 Il protocollo diagnostico

Il protocollo diagnostico ipotizzato per I’avvio del progetto ha costituito materia di discussione e di

confronto con I’equipe multidisciplinare per la sua definizione e validazione.

Il protocollo prevede in sintesi:

1) Valutazione diagnostica neuropsichiatrica: allo scopo di tipizzare il fenotipo clinico, identificare

le aree cognitive integre e deficitarie, indirizzare il trattamento riabilitativo, porre diagnosi
differenziale con altri disordini o ritardi di sviluppo (Figura 4);

2) Raccolta anamnestica: approfondimento della storia clinica gastroenterologica, familiare e

farmacologia (Figura 5);

3) Esame fisico: generale, addominale, eventualmente rettale (Figura 5);

4) Esami di laboratorio: biochimici, microbiologici e parassitologici su sangue, urine e feci (Figura
6);

5) Esami strumentali di secondo livello: ecografia addominale, endoscopia tratto gastrointestinale

superiore, colonscopia tratto gastrointestinale inferiore (Figura 6).

Le Figure 4 - 6evidenziano in maggior dettaglio i dati e gli esami di cui proporremo la raccolta

sistematica nel campione di pazienti arruolati.
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Figura 4. Protocollo clinico-strumentale neuropsichiatrico

| A. Familiare

| A Fisiologica

| Obiettivo generale

[  Neurologico

| Psichiatrico

| PEP-R

{ CARS

| Esami ematici

LN

Esami genetici
(cariotipo, x-fragile,
telomeri)

[ Esamiurine

_ E NEUROPSICOLOGICA

Esami 3°livello
{EEG dinamico, PEU, TAC, RMN.)

A. Patologica prossima I

{ A Patologica remota i

Test di sviluppo / intellettivo
(Griffiths, WISC-Ill, WAIS-R.)

Osservazione comportamentale
(ADOS, ADI.)

Competenze linguistiche
espressive e recettive(Test di
vocabolario Brizzolara e Peabody)

Fundus oculi

~ EEG in veglia e sonno

35



Figura 5. Protocollo gastroenterologico (clinico)

| Movimenti intestinali al giorno

| Aspetto delle feci |

[ Anamnesi sul dolore addominaﬁk\

Dimensioni e consistenza dei movimenti intestinali |

[ Presenza di sangue nelle feci |

{ Anamnesi sul sanguinamento rettale

ANAMNESI

[ Anamnesi su farmacologia sui precedenti 6 mesi

| Anamnesi familiare su celiachia e colite ulcerosa

Anamnesi su allergie e intolleranze J

[ Anamnesi su diete e supplementi |

Anamnesi sull'esposizione ad infezioni
(es. viaggi, acqua di pozzo, parenti con diarrea)

Improvvisi ed inspiegabili accessi d'ira o
autolesionismo, aggressivita o disturbi del sonno

ESAME FISICO

[ Peso altezza e percentil ]"”'//7

[ Esame fisico generale _]

\\"ﬁisame rettale (non obbtigatorioﬂ

| Ispezione perianale ]

[ Esame addominale |

Figura 6. Protocollo gastroenterologico (strumentale)

I Ricerca sangue occulto nelle feci

A

[ Emocromo completo ]

Elettroliti nel siero

Livello sierico di Ig A |

[ Albumina e proteine totali |

Analisi per Clostridium difficile ]

TSH

ESAMI LABORATORIO |
[ Azotemia, creatininerﬁ{‘/

[ Analisi per i parassiti (Giardia e Ameba)

[ Studi microbiologici (Salmonella, Shigelia...) |

<

Anticorpi anti Transglutaminasi tissutale o
anticorpi antiendomisio (test per celiachia)

Livelli vitamina A, D e E il

Test per permeabilita intestinale (lattulosio/mannosio) |

|7 Ricerca dei grassi nelle feci e sostanze riducenti J

Sierologia per il disturbo infiammatorio intestinale
(Anticorpi ASCA/pANCA)

[ Endoscopia tratto gastrointestinale superiore |

|700Ionsc0pia tratto gastrointestinale inferiore ]

| Ecografia addominale |
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6.0 RISULTATI

6.1 Risultati della Fase I: definizione del protocollo diagnostico

A partire dal dicembre 2009 e iniziata la collaborazione tra il reparto di Neuropsichiatria Infantile e
quello di Gastroenterologia Pediatrica al fine di confrontarci sulle argomentazioni illustrate nel
protocollo di ricerca e di avviare un progetto condiviso che prevedesse 1’arruolamento di un

maggior numero di pazienti, rispetto a quello inizialmente previsto, in tempi il pit possibile ristretti.

E’ stato da subito necessario confrontarsi sugli obiettivi del progetto, partendo da una condivisione
del know-out professionale rispetto ad un argomento ancora cosi poco conosciuto.

Abbiamo discusso in equipe multidisciplinare i dati provenienti dalla letteratura italiana ed
internazionale, soffermandoci con particolare attenzione sulle recentissime linee guida pubblicate su
Pediatrics, rivista ufficiale dell’American Academy of Pediatrics dal titolo “Evaluation, diagnosis
and treatment of gastrointestinal disorders in individuals with ASDs: a consensus report” [153] e
“Recommendations for evaluation and treatment of common gastrointestinal problems in children
with ASDs” [154].

Gli Autori americani dei due report, partendo dalla considerazione che i disturbi gastrointestinali
sono sempre piu riportati essere associati ai disturbi dello spettro autistico, ma che questioni chiave
come la prevalenza di tali disturbi ed indicazioni per il loro trattamento sono ancora sconosciute,
hanno analizzato sistematicamente la letteratura medica a disposizione con il fine di identificare
raccomandazioni evidence-based per la diagnosi e la gestione clinica di tali disturbi.

La task force ha ultimato il lavoro di revisione della letteratura concludendo che raccomandazioni
evidence-based non sono ancora disponibili in questo campo.

E’ opinione consensuale degli esperti che gli individui affetti da disturbi dello spettro autistico
vadano trattati, dal punto di vista diagnostico e terapeutico, secondi gli stessi criteri e standard di
assistenza dei pazienti non affetti da autismo.

Segnalano altresi di prestare attenzione alla possibilita che, in tale coorte di pazienti, le
problematiche comportamentali siano il sintomo principale, se non addirittura 1’unico, di una
condizione medica sottostante (tra cui i disturbi gastrointestinali).

In questo caso, I’integrazione di cure mediche oltre che di tecniche riabilitative comportamentali

portera ad un maggiore beneficio per i piccoli pazienti.
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Dopo aver condiviso le conoscenze e gli aggiornamenti su tale argomento, abbiamo discusso in

dettaglio le proposte di protocollo gastrointestinale.

Si é concordato di procedere utilizzando i protocolli proposti (Figure 5 e 6).

Nello specifico, si ¢ stabilito che il protocollo clinico (che comprende un’anamnesi approfondita ed
un esame fisico) venisse espletato dal neuropsichiatria nel corso della prima visita del paziente,
mentre quello strumentale (con I’esecuzione di esami di laboratorio e strumentali) venisse valutato
dal gastroenterologo, previo visita accurata del paziente, e “personalizzato” per ogni paziente a

seconda delle problematiche e della sintomatologia riportata.

Si € reso necessario costruire uno strumento che permettesse ai neuropsichiatri di poter effettuare
una raccolta anamnestica accurata e precisa, che trovasse riscontro e consenso, anche dal punto di
vista terminologico, da parte degli altri specialisti.

Abbiamo cosi messo a punto un breve questionario di screening sui disturbi gastrointestinali da
utilizzare nel corso di tutte le prime visite neuropsichiatriche, a completamento della usale raccolta
anamnestica (Figura 7).

Tale questionario costituisce la valutazione “filtro” per consentire 1’arruolamento dei pazienti nello

studio.

Abbiamo stabilito, come criterio di invio all’ambulatorio di gastroenterologia, che fosse necessaria
la presenza di almeno un chiaro sintomo attribuibile alla sfera gastrointestinale (tra quelli elencati
nel questionario) o di un disturbo persistente della sfera alimentare (condizioni cliniche e/o

abitudine alimentari peculiari).
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Figura 7. Questionario di screening (prima pagina)

QUESTIONARIO SCREENING DISTURBI GASTRO-INTESTINALI

Nome Cognomes wsww s sswomss s Data compilazione: .../.../...
Data di nascita: .../.../... Dott: ..o/

Diagnosi: | AUTISMO | DGSNAS |

Attuale presenza di Daquanto | Specifichee. ==
tempo (mm) ;fréquenm; durata, mtensné accertam nii e :

Stitichezza
evacnazione opni 3 g fect dure 1 vidie o muno
Diarrea

trei worhide abbondantt 2-5 vidie
Meteorismo/distensione addom.
gondiore addominale da eccessc gas intestinali
Vomito

ernssione ibo con stores (4 nauses, conaii)
Rigurgito

enissione di cibo dalla boces senza sforzo
Reflusso

oo acido da stormac a ssolago & pirosi
Ruminazione

postare volont S
TnEnt in hoees per
Steatorrea
pexdita grassi con le faci

Sangue nelle feci

Dolore addominale ricorrente

RIFIUTO CIBI SOLIDI

IPERFAGIA/VORACITA’

INAPPETENZA

ECCESSO PONDERALE

SCARSO ACCRESCIMENTO (peso)

M T—— _ Quantifd rnf asp,é:t‘;quci); . Qualitz’z ‘(dime‘nsji:ojnifq'c_msi‘steh’z;a)

O Diete ¢ supplementi (anamnesi:  Specifiche gastroenterologiche
cosa, da quanto, cambiamenti, benefici...) : .

O Assunzione farmaci nei 6 mesi | Speciniche gasibenterolopiche -
precedenti (anamnesi: quali, da quanto, '

benefici, collaterali...)




Figura 7. Questionario di screening (seconda pagina)

Specifiche gas
A Per le:

O Allergie ¢/o intolleranze (anamnesi:
cosa, da quanto, quando, farmaci; chiedere
anche dermatite atopica)

O Familiarita per celiachia, colite ulcerosa
e/o M. Crohn (quanti, grado parentela)

O Esposizione ad infezioni (parenti con
diarrea, viaggi, acqua di pozzo...)

O Coliche gassose lattante
(a che eta, per quanto tempo, farmaci?)

O Esami strumentali effettuati (endoscopia,
gastroscopia, colonscopia etc...; quando, referto...)

O Presenza di condizioni cliniche ¢/o abitudini alimentari peculiari

ANORESSIA/SELEZIONE CIBI PER CONSISTENZA, ELEVATA INTRODUZIONE LIQUIDI, AUTORIDUZIONE
LATTICINI E/O CARBOIDRATT).

- Chiedere ée.pfeééﬁﬁfé;ﬁqig in posture, msmém antalg
addominale}, autolesionismo, eccessi improvvisi di ag
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6.2 Risultati della Fase 11

6.2.1 Stima dell’incidenza dei disturbi gastrointestinali

Da un punto di vista piu strettamente neuropsichiatrico, si € stabilito, contrariamente a quanto
ipotizzato in precedenza, di includere nel campione tutti i bambini con una diagnosi di Disturbo
Pervasivo dello Sviluppo (DPS o Disturbi dello Spettro Autistico), ovvero, oltre ai bambini affetti
da Disturbo Autistico (DA), anche quelli con Disturbo generalizzato dello sviluppo non altrimenti
specificato (DGS nas), Sindrome di Asperger (SA), Disturbo di Rett e Disturbo disintegrativo della
fanciullezza (classificazione secondo i criteri del DSM-IV [27]).

Questa decisione & stata condotta nell’ipotesi che un arruolamento secondo criteri diagnostici piu
ampi ci potrebbe permette, in una seconda fase dello studio ed in presenza di un maggior numero di
pazienti, di effettuare confronti intergruppo e di stabilire 1’esistenza di differenze rilevanti e
variabili statisticamente significative; tale confronto potrebbe essere interessante in termini di

specificita della correlazione tra disturbi gastrointestinali e sottotipi di DPS.

La fase di somministrazione del questionario di screening € iniziata nel mese di febbraio 2010 e si €
conclusa nel febbraio 2011 con I’arruolamento di tutti i pazienti in carico presso il Centro Autismo
(CTR) e di quelli che giungevano, consecutivamente, al Servizio ambulatoriale per un

inquadramento diagnostico.

Abbiamo reclutato un totale di 106 pazienti: 53 pazienti in carico al CTR e 53 giunti

all’ambulatorio. La Tabella 3 riporta in modo schematico le caratteristiche del campione.

L’eta del campione risulta compresa tra 2,1 e 17,9 anni con un’eta media di 8,2 + 4,6 deviazioni
standard (DS).
Il range di eta dei pazienti del CTR & compreso tra i 4 e i 17,9 anni (media 10,7 £ 3,8 DS), mentre

quello dei pazienti ambulatoriali € tra 2,1 e 17,1 anni (media 5,7 + 3,8 DS).
La distribuzione per sesso e di 93 maschi (87,7 %) a fronte di 13 femmine (12,3 %).

| pazienti in carico al CTR sono 42 maschi (79,2 %) e 11 femmine (20,8 %); quelli ambulatoriali 51
maschi (96,2 %) e 2 femmine (3,8 %).
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Si tratta, dal punto di vista diagnostico, di 76 bambini con diagnosi di DA (71,7 %), 24 affetti da
DGS nas (22,6 %) ed infine 6 con SA (5,7 %).

Nel gruppo CTR sono presenti: 46 DA (86,8 %), 6 DGS nas (11,3 %) e 1 SA (1,9 %).

I gruppo ambulatoriale risulta invece cosi suddiviso: 30 DA (56,6 %), 18 DGS nas (33,9 %) e 5 SA
(9,5 %).

Sulla base di questi primi conteggi, abbiamo formulato due considerazioni relative alla
composizione del campione: i pazienti gia in carico al servizio sono di eta maggiore rispetto a quelli
inviati in consultazione e, da un punto di vista diagnostico sono rappresentati da forme
eziopatologiche piu severe (stanno in effetti gia seguendo un percorso riabilitativo).

Tale assetto non sembra poter costituire un bias di selezione essendo rispettati sia il criterio di
inclusione relativo all’eta (range 2 - 18 anni) sia quello relativo alla diagnosi (arruolamento di tutti i
DPS).

Tabella 3. Caratteristiche del campione di 106 pazienti

CTR Ambulatoriali Totale
(n=53) (n=53) (n =106)
Eta (anni)
Media (DS) 10,7 (3,8) 5,7 (3,8) 8,2 (4,6)
Range 4-179 2,1-171 2,1-179
Genere (%)
Maschio 42 (79,2) 51 (96,2) 93 (87,7)
Femmina 11 (20,8) 2 (3,8) 13 (12,3)
Diagnosi (%)
DA 46 (86,8) 30 (56,6) 76 (71,7)
DGS nas 6 (11,3) 18 (33,9) 24 (22,6)
SA 1(1,9) 5(9,5) 6 (5,7)

Per quanto riguarda lo screening relativo alla presenza dei disturbi gastrointestinali (DGI) o
attribuibili alla sfera alimentare, i risultati indicano un’incidenza, nel nostro campione, del 38,7 %:
41 dei 106 pazienti presentano infatti un’importante selettivita alimentare e/o disturbi
gastrointestinali. Nella Tabella 4 e nel Grafico 1 sono sintetizzati, schematicamente, i risultati

ottenuti.
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Rispetto a tale percentuale pero, il 15,1 % (16 su 106 pazienti) mostra solo un marcata selettivita

alimentare, nel 18,9 % (20 su 106 pazienti) & presente selettivita alimentare associata a specifici

DGl ed, infine, solo nel 4,7 % (5 su 106 pazienti) sono presenti esclusivamente DGI.

Considerando dunque esclusivamente i pazienti che presentano DGI o associazione tra DGI e

selettivita alimentare (escludendo quindi i soli “selettivi”), I’incidenza dei disturbi della sfera

gastrointestinale nel nostro campione risulta del 23,6 % (25 su 106 pazienti).

Tabella 4. Risultati del campione di 106 pazienti

CTR Ambulatoriali Totale
(n=153) (n=153) (n = 106)
N° positivi allo screening (%)
(invio all’ambulatorio di 14 (26,4 %) 27 (50,9 %) 41 (38,7 %)
gastroenterologia)
N° selettivi (%) 10 (19,0) 6 (11,3) 16 (15,1)
N° selettivi + DGI (%) 2(3,7) 18 (33,9) 20 (18,9)
N° DGI (%) 2(3,7) 3(,7) 5(4,7)

Grafico 1. Positivita e negativita al questionario di screening
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In particolare, dei dieci disturbi gastrointestinali indagati con il questionario di screening

(stitichezza, diarrea, meteorismo/distensione addominale, vomito, rigurgito, reflusso, ruminazione,

steatorrea, sangue nelle feci, dolore addominale ricorrente) e tenendo in considerazione che 5 dei 25

pazienti presentano 1’associazione di due DGI, i disturbi riscontrati nei nostri pazienti sono (vedi

Grafico 2):

stipsi nel 49 % ,

diarrea nel 17 %,

dolore addominale ricorrente nel 13 % ,
vomito nel 9%,

meterosimo nel 4%,

ruminazione nel 4%,

presenza di sangue nelle feci nel 4 % .

Grafico 2. Disturbi gastrointestinali riscontrati nel campione

49 A%

4%

13%

17%
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| Stipsi

O Diarrea

B Dolore addominale
0O Sangue nelle feci
B Vomito

O Ruminazione

0O Meteorismo
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6.2.2 Arruolamento dei casi e dei controlli

Dopo avere effettuato la stima dell’incidenza dei DGI nel campione, abbiamo quindi proceduto, dal
febbraio 2011, con I’arruolamento dei pazienti da sottoporre all’intero protocollo concordato con
I’equipe multidisciplinare per costituire i due gruppi di pazienti per il confronto clinico, strumentale

e statistico (pazienti affetti da DPS con e senza sintomi gastrointestinali).

Abbiamo ritenuto opportuno escludere tutti i pazienti che al momento della compilazione del
questionario di screening avevano gia intrapreso trattamenti farmacologici o dietetici volti alla
riduzione di sintomi gastrointestinali.

Sono stati inoltre esclusi i pochi pazienti con autismo a base organica.

Purtroppo, come gia motivato, abbiamo registrato un’alta percentuale di rifiuti o di drop out sia tra i
pazienti non sintomatici sia tra quelli che presentavano sintomi gastrointestinali o attribuibili alla

sfera alimentare.

Dei 71 pazienti a cui ¢ stato proposto 1’arruolamento nel progetto, 15 hanno rifiutato (21,4%) e di

questi 8 presentavano specifici DGI (11,4%) .

Abbiamo reclutato 51 pazienti: il gruppo dei “casi” (DGI) ¢ costituito da 25 pazienti, mentre quello
dei “controlli” da 26.

Nella Tabella 5 sono riassunte le caratteristiche dell’attuale campione.

L’eta del campione risulta compresa tra 2,4 e 17,9 anni con un’eta media di 6,1 £ 3,3 DS.
Il range di eta dei “casi” ¢ compreso tra i 2,5 e i 17,9 anni (media 7 £ 3,6 DS), mentre quello dei
“controlli” & tra 2,4 e 11,7 anni (media 5,3 £ 2,9 DS).

La distribuzione per sesso € di 48 maschi (94,1 %) a fronte di 3 femmine (5,9 %).
| casi sono 24 maschi (96 %) e 2 femmine ( 4 %), i controlli 24 maschi ( 92,3 %) e 2 femmine ( 7,7

%),

Si tratta, dal punto di vista diagnostico, di 30 bambini con diagnosi di DA (58,8 %), 20 con DGS
nas (39,2 %) e 1 Sindrome di Asperger (SA, 1,9 %).
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| casi sono 17 DA (68 %) e 8 DGS nas (32 %) mentre i controlli 13 DA (50 %), 12 DGS (46,2%) e
1 SA (3,8%).

Tabella 5. Caratteristiche del campione

CASI CONTROLLI TOTALE
(n=25) (n = 26) (n=151)
Eta (anni)
Media (DS) 7 (3,6) 5,3(2,9) 6,1 (3,3)
Range 25-17,9 2,4-11,7 2,4-179
Genere (%)
Maschio 96 92,3 94,1
Femmina 4 1,7 59
Diagnosi (%)
DA 68 50 58,8
DGS nas 32 46,2 39,2
SA - 3,8 1,9

Il gruppo dei casi si caratterizza per la presenza della seguente sintomatologia (vedi Tabella 6):
- specifici DGI associati a selettivita alimentare nel 64% (16 su 25 casi),
- specifici DGI nel 36 % (9 su 25 casi).

Undici dei 24 pazienti presentano inoltre I’associazione di piu sintomi.

Tabella 6. Sintomatologia presente nei “casi”

Casi

(n 25)
N° selettivi + DGI (%0) 16 (64)
N° DGI (%) 9 (36)

In particolare, dei dieci disturbi indagati con il questionario di screening (stitichezza, diarrea, dolore

addominale ricorrente, vomito, sangue nelle feci, meteorismo/distensione addominale, ruminazione,
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reflusso, rigurgito, steatorrea) e tenendo in considerazione che 11 pazienti presentano 1’associazione

di due DGI, i disturbi riscontrati sono (vedi Grafico 3):

stipsi nel 56 % (14 pazienti)

- diarrea nel 20 % (5 pazienti)

- dolore addominale ricorrente nel 32 % (8 pazienti)
- vomito nel 16% (4 pazienti)

- presenza di sangue nelle feci nel 8 % (2 pazienti)
- meteorismo nel 12% (2 pazienti)

- ruminazione nel 4% (1 paziente)

- reflusso nel 4% (1 paziente)

- rigurgito nel 4% (1 paziente).

Grafico 3. Disturbi gastrointestinali nei casi
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6.3 Risultati della Fase 111
6.3.1 Esecuzione del Calprest

Tutti i pazienti arruolati hanno effettuato il Calprest.

| valori di CF del campione risultano compresi tra 0,2 e 217,5 mg/L con un valore medio di 19,8
mg/L + 34,8 DS.

Il range nei casi & compreso tra 0,5 e 217,5 mg/L con una media 31,1 mg/L + 45,4 DS; quello dei
controlli é tra 0,2 e 34,3 mg/L con una media 8,6 mg/L + 10,1 DS.

Si € assunto come cut-off per la positivita il valore di 50 mg/L.

Tabella 7. Confronto tra i valori di CF

CASI CONTROLLI TOTALE
(n=25) (n = 26) (n=151)
CF (mg/L)
Media (DS) 31,1 (45,4) 8,6 (10,1) 19,8 (34,8)
Range 0,5-217,5 0,2-34,3 0,2-217,5

Ad un’analisi qualitativa, si nota che i valori medio e massimo siano piu alti nei casi rispetto ai
controlli, ma che anche la DS e piu elevata nei casi (dato che suggerisce la presenza di una forte
dispersione dei valori).

Si é pertanto stabilito di escludere dal gruppo dei casi, prima di proceder all’analisi statistica, il
valore piu alto in quanto causa della dispersione dei valori (si tratta dell’unico risultato superiore al
valore di 100 mg/l, nella fattispecie 217,5; i dati definitivi utilizzati per 1’analisi statististica sono

quindi quelli riportati successivamente nella Tabella 8).

6.3.2 Esecuzione del Test di Permeabilita Lattulosio-Mannitolo

Il Test di Permeabilita é stato riservato solo a quei pazienti con indici di alterata flogosi intestinale
(valori di CF alterati); allo stato attuale e stato quindi eseguito nei 5 pazienti risultati positivi al
Calprest.

| valori del piccolo campione risultano compresi tra 0.014 e 0.226 con un valore medio di 0.074
mg/L £ 0.1 DS.

Assunto un valore normale del rapporto disaccaride/monosaccaride < 0,023, allo stato attuale tre

sono risultati nei limiti di norma e due sono valori patologici.
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6.4 Risultati della Fase IV

6.4.1 Analisi statistica

Si e proceduto al confronto dei valori CF tra i due gruppi sottoponendo i dati a disposizione ad
analisi statistica.

| risultati descrittivi sono espressi come media, deviazione standard, mediana, minimo e massimo
per le variabili continue, 0 come numero di osservazione e percentuale per le variabili discrete.

Si e utilizzato nello specifico il test non parametrico di Mann-Whitney (in quanto la distribuzione
dei valori nei campioni non é risultata normale; test Kolmogorov-Smirnov: Z = 2,044 e p = 0,00).
Quale livello di significativita statistica e stato assunto il valore p < 0,05 (test a due code).

Le analisi statistiche sono state condotte tramite il Programma SPSS versione 17.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA).

| valori ottenuti (U = 193,5e p =0,021) indicano come la differenza rilevata all’analisi qualitativa

risulti anche statisticamente significativa.

Considerando come dato anche la “positivita” del valore CF (> 50 mg/L) nei casi (5 positivi su 25)
e nei controlli (O positivi su 26) ed utilizzando il test di Person (Chi-Square, della distribuzione del
campione per variabili categoriali) si ottengono ugualmente valori significativi (Chi-Square = 4,710
e p=0,046).

Il Grafico 4 e la Tabella 8 mostrano rispettivamente la distribuzione dei valori nei due campioni e i

dati descrittivi utilizzati per effettuare 1’analisi statistica.
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Grafico 4. Distribuzione dei valori nei campioni
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Tabella 8. Valori descrittivi

V3

Descriptives

V3 Statistic Std. Error
V2 NO DGI Mean 8,3396 1,95623
95% Confidence Interval Lower Bound 43107
for'Maan Upper Bound 12,3685
5% Trimmed Mean 7,4118
Median 3,4400
Variance 99,498
Std. Deviation 9,97485
Minimum ,20
Maximum 34,30
Range 34,10
Interquartile Range 11,88
Skewness 1,344 456
Kurtosis ,904 ,887
DGI Mean 23,3767 4,90743
95% Confidence Interval Lower Bound 13,2249
for Mean Upper Bound 33,5285
5% Trimmed Mean 21,9148
Median 17,3500
Variance 577,990
Std. Deviation 24,04141
Minimum ,50
Maximum 72,70
Range 72,20
Interquartile Range 33,88
Skewness ,897 472
Kurtosis -,368 ,918
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6.4.2 Correlazione tra CF e IPT

Si ¢ provato a verificare la sussitenza di qualche correlazione, seppur consapevoli dell’eventuale
relativita data dall’esiguita numerica, ma non € stato possibile inferire alcuna correlazione né

rispetto ai valori di FC né alla tipologia o gravita sintomatologica.

6.5 Risultati della fase VV

Come gia anticipato, le difficolta riscontrate a livello dell’esecuzione degli specifici test, la scarsa
compliance delle famiglie rispetto ad interventi specifici e di monitoraggio, insieme alla dubbia
interpretazione di alcuni risultati (correlazione dati clinici e di laboratorio) hanno modificato la

tempistica di quest’ultima fase del progetto.

Tale fase é da poco iniziata ed, in considerazione della latenza tra inizio delle terapie ed eventuale

modificazione dei sintomi, la valutazione della sua efficacia avverra in un tempo successivo.

E’ altresi importante sottolineare che non si sono riscontrate nel campione sottoposto a visita
gastroenterologica pediatrica significative alterazioni nell’assetto nutrizionale - metabolico.

| numerosi parametri pediatrici considerati (profilo marziale, valori nutrizionali, indici di
malassorbimento, screening allergico e per celiachia; vedi Figura 6 - Protocollo Gastroenterologico
— esami di laboratorio) sono risultati nei limiti di norma e non si € quindi ritenuto opportuno

procedere ad una loro specifica analisi e ad un confronto casi/controlli.

Anche a livello di obiettivita fisica (parametri auxologici, esame fisico generale ed addominale —
vedi Figura 5 — Protocollo Gastroenterologico Clinico) si sono riscontrati dati di normalita,

paragonabili alla popolazione generale pediatrica.

Allo stato attuale, € comunqgue possibile fornire una descrizione dei singoli interventi effettuati e dei
primi risultati, ma non siamo in grado di effettuare correlazioni tra i vari pazienti rispetto

all’efficacia degli interventi proposto.

Tali interventi sono di tipo farmacologico e dietetico in senso piu lato; sono state fornite indicazioni

dietetiche e consegnati regimi alimentari ad hoc per i pazienti, ma non si € ritenuto opportuno in
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alcun caso avviare interventi dietetici specifici, come quelli di esclusione totale del glutine e della

caseina.

Nella fattispecie, e possibile riassumere le prescrizioni effettuate nel campione come segue:

- interventi dietetici di variazione/correzione del regime alimentare (aumento del consumo di
frutta, verdura e legumi; aumento dell’assunzione di acqua bicarbonato-alcalino terrosa
(Uliveto); riduzione dell’assunzione di bevande gassate e zuccherate) nel 52 % dei casi
(13/25 pazienti);

- interventi dietetici di supplementazione (fermenti lattici e probiotici: Dicoflro, Flortec,
Reuflor) nel 20 % dei casi (5/25);

- toilette trainign (intervento di rieducazione all’uso della toilette che prevede di incoraggiare
ed abituare il bambino all’utilizzo di tazza/vasino ad orari fissi — preferibilmente dopo i pasti
— per almeno cinque minuti) nel 20 % dei casi (5/25);

- interventi farmacologici lassativi (prescrizione di Movicol, Paxabel e Regolint) nel 44 %
(11/25);

- interventi farmacologici antireflusso (prescrizione di Gaviscon) nell’ 8 % (2/25).

Si ¢ ritenuto opportuno procedere all’approfondimento con indagini strumentali (ecografia
addominale) in soli tre casi (con obiettivita addominale nella norma, ma che presentavano sintomi

importanti per persistenza e recidivanza).
Tutti i pazienti che hanno mostrato un’alterazione dei valori di CF e IPT, stanno ripetendo entrambi

gli esami a distanza di tre/quattro mesi dal test, a prescindere che abbiano o meno intrapreso terapia

farmacologia o dietetica.
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7.0 DISCUSSIONE

7.1 Rilevanza dei disturbi gastrointestinali nel campione

Il dato di sicura importanza che va discusso, al di la delle difficolta incontrate nell’esecuzione del
progetto e degli esiti delle specifiche variabili studiate, riguarda il riscontro, nel nostro campione
allargato (106 pazienti) utilizzato per stimare I’incidenza dei DGI, di una cospicua percentuale di
tali disturbi.

E’ infatti risultato positivo allo screening per la presenza di specifici DGI quasi un quarto del
campione (nello specifico, come descritto nei risultati, il 23,6 % del campione, ovvero 25 pazienti
su 106).

Come descritto nell’introduzione del progetto, in accordo con numerose - anche se Spesso
discordanti - segnalazioni in letteratura, ritenevano che un certo numero di pazienti giunti negli anni
alla nostra osservazione presentasse sintomi generici ascrivibili alla sfera gastrointestinale, ma non

ci era mai stato possibile classificarli e stimarli in maniera sistematica.

E’ stato dunque importante impostare un protocollo che chiarisse quali sintomi cercare e che

precisasse una definita corrispondenza terminologica e clinica.

E’ infatti possibile che negli anni I’ambulatorio abbia registrato un numero sommerso di patologie
gastrointestinali, per lo piu probabilmente di modesta entita (e pertanto verosimilmente risolvibili
con semplici accorgimenti dietetici) che non sono state identificate ed indagate per le problematiche
gia illustrate relative alla diagnosi neuropsichiatrica (difficolta interpretative o di comunicazione da
parte di molti pazienti autistici che rendono difficoltosa 1’individuazione di sintomi specifici;
mancanza di ricerca ed approfondimento sistematico dei DGI in quanto non previsti tra i criteri
diagnostici e talvolta loro “facile” correlazione con stereotipie o comportamenti propri

dell’autismo).

Ritornando al dato numerico (incidenza nel 23,6 % del campione di DGI specifici), lo abbiamo
posto a confronto con i due dati in nostro possesso relativi a studi effettuati a livello nazionale e gia
menzionati nell’introduzione del progetto [20-24].

Gli studi condotti dal gruppo di ricerca torinese (dottor Balzala e colleghi) evidenziano
un’incidenza molto piu alta di DGI (circa il 50 % del campione osservato); le due considerazioni

che possiamo effettuare sono che il campione € pit ampio del nostro (250 pazienti) e che e
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maggiormente disomogeneo per eta, includendo sia I’eta evolutiva che pazienti giovani/adulti
(verosimilmente piu collaboranti e sicuramente piu in grado di fornire elementi utili per evidenziare
possibili disturbi e dettagliare la sintomatologia).

Anche lo studio condotto nella realtd napoletana (dottoressa De Magistris e colleghi) riporta
un’incidenza di DGI doppia rispetto a quella da noi riscontrata (46,7 % de campione, costituito in

questo caso da 90 pazienti in eta evolutiva).

Proseguendo con il confronto dei sintomi maggiormente rappresentati nei tre campioni, al di la delle
singole percentuali di incidenza, si evidenzia come siano la stitichezza, la diarrea ed il dolore
addominale ricorrente i tre disturbi riscontrati con maggior frequenza in tutti e tre i campioni (con

percentuali per la maggior parte rilevanti; vedi Tabella 9).

Tabella 9. Confronto tra le incidenze dei DGI in tre campioni italiani

Nostro studio Studio Napoli Studio Torino
Stitichezza (%) 56 46 39
Diarrea (%) 20 34 28
Dolore addominale (%) 32 16 73

7.2 Possibile interferenza della selettivita alimentare e degli aspetti metabolici e nutrizionali

Il secondo dato importante da discutere, per lo meno a livello qualitativo, e relativo alla
preventivata interferenza degli aspetti di carattere nutrizionale e dismetabolico, conseguenti al
problema della selettivita alimentare, che caratterizza di frequente, e spesso in maniera marcata, i

pazienti affetti da disturbi dello spettro autistico.

Agli inizi del progetto, a livello di questionario di screening nel nostro campione allargato, abbiamo
considerato anche i “sintomi attribuibili alla sfera alimentare” (condizioni cliniche e/o abitudini
alimentari peculiari: ad esempio selezione dei cibi per consistenza, elevata introduzione o viceversa
esclusione di liquidi/latticini/carboidrati/proteine...), ipotizzando che i comportamenti scorretti,
tanto frequenti in questi pazienti, potessero sottendere vaghi disturbi gastrointestinali ed interferire

con le analisi a vari livelli.
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Si e visto, in effetti, che una percentuale del campione allargato (il 15,1 %, ovvero 16/106 pazienti)
presentava tali caratteristiche. Tale percentuale - che di certo ci attendevamo, forse anche in misura
piu cospicua - € risultata pero inferiore a quella che presenta DGI specifici, in esclusiva o in
associazione a selettivita (23,6 %, ovvero 25/106 pazienti).

Nel proseguio dello studio, includendo inizialmente nell’approfondimento con CF anche tale
gruppo di pazienti, tenendolo separato dai casi e dai controlli, ci siamo resi conto di come non
mostrasse alcuna alterazione nei valori di CF; si ¢ infine deciso, data anche I’eseguita del campione
numerico, di non considerare tale gruppo di pazienti a parte, ma di includerlo nei controlli, in
quanto pazienti che a tutti gli effetti non presentavano specifici DGI.

Non abbiamo dunque ritenuto che la “selettivita” fosse costituisse un fattore confondente rispetto
all’analisi effettuata: si tratta di un tratto che caratterizza questi pazienti, nel nostro studio peraltro,

non in modo cosi importante, e presente quindi tanto nei casi quanto nei controlli.

Inoltre, come anticipato dai risultati preliminari della VV Fase (ancora in corso), & importante
sottolineare che non si sono riscontrate nel campione sottoposto a visita gastroenterologica
pediatrica significative alterazioni nell’assetto nutrizionale - metabolico.

| numerosi parametri pediatrici considerati (profilo marziale, valori nutrizionali, indici di
malassorbimento, screening allergico e per celiachia) sono risultati nei limiti di norma e non si e
quindi ritenuto opportuno procedere ad una loro specifica analisi e ad un confronto casi/controlli.
Anche a livello di obiettivita fisica (parametri auxologici, esame fisico generale ed addominale) si

sono riscontrati dati di normalita, paragonabili alla popolazione generale pediatrica.

7.3 Calprest e Test di Permeabilita Intestinale

Nel nostro studio il Calprest si € dimostrato essere di semplice esecuzione ed ha portato a risultati
che riteniamo rilevanti.

Non avevamo mai utilizzato tale indagine prima dell’avvio del presente studio.

Per incontrare una completa collaborazione delle famiglie all’esecuzione di tale test si sono resi
necessari sono alcuni accorgimenti, in particolare preventivare una certa flessibilita nella raccolta
dei campioni fecali (in giorni ed orari magari differenti da quelli preventivati in cui erano state

programmate le altre analisi e valutazioni).
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Gia all’analisi quantitativa dei risultati del Calprest, si era evidenziato come i valori medio e
massimo di CF fossero piu alti nel gruppo dei casi; si era altresi ritenuto opportuno effettuare una
correzione escludendo il valore di gran lunga maggiore rispetto agli altri in quanto ritenuto causa di

dispersione dei valori (DS molto elevata nei casi rispetto a quella dei controlli).

Quando si é proceduto al confronto dei valori di CF mediante analisi statistica, si & ulteriormente
evidenziato come la differenza rilevata all’analisi qualitativa dei dati risultasse anche
statisticamente significativa (p = 0,021).

Risultano infatti positivi il 20 % dei casi (rispetto a nessuna positivita nel gruppo dei controlli).
Abbiamo posto anche questo secondo dato numerico a confronto con quello disponibile relativo allo
studio dei colleghi di Napoli (De Magistris et al.): la percentuale di positivita della FC riscontrata in
tale studio é infatti del 24,6 % nei casi.

I colleghi sono inoltre riusciti ad avere a disposizione i valori di FC anche per i parenti di primo
grado dei pazienti affetti da autismo; riscontrano in questo secondo gruppo una percentuale di
positivita per FC del 11,7 %, piu alta rispetto agli altri gruppi analizzati nello studio (costituiti da
bambini “sani — che non presentano un disturbo dello spettro autistico — e loro parenti di primo

grado).

Come gia anticipato, al contrario che per il Calprest, per ’esecuzione del Test di Permeabilita
Intestinale (dosaggio dell’escrezione urinaria di lattulosio/mannitolo) abbiamo incontrato molte
difficolta (vedi paragrafo successivo “Limitazioni dello studio”).

Si é dovuto pertanto decidere in itinere, cambiando gli obiettivi prefissati, di eseguirlo solo su quei
pazienti che mostravano alterazioni al Calprest (in totale, quindi, e stato eseguito solo su cinque

pazienti).

Si ¢ tentata un’analisi qualitativa dei risultati emersi, provando a verificare la sussistenza di qualche
correlazione. Non é stato possibile inferire alcuna correlazione né rispetto ai valori di FC né alla

tipologia o gravita sintomatologica.

Continuando nel parallelismo con il lavoro impostato dai colleghi napoletani, si evince peraltro
come anche in tale studio - pur in presenza di idonei dati numerici sia rispetto agli indici di flogosi
che a quelli di permeabilita intestinale — non sia emersa una chiara correlazione nell’alterazione ai

due test laboratoristici.
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7.4 Limitazioni dello studio

Le due maggiori limitazioni dello studio sono sicuramente rappresentate dall’esiguita del campione
numerico e dalla difficolta, non preventivata e che abbiamo dovuto affrontare in itinere, relativa

all’esecuzione di uno dei due test che ritenevamo prioritari per la sperimentazione.

Rispetto alla numerosita del campione, come gia discusso, abbiamo registrato un’alta percentuale di
rifiuti o di drop out sia tra i pazienti non sintomatici sia tra quelli che presentavano sintomi
gastrointestinali (rispetto all’arruolamento nel progetto, dopo la fase iniziale di somministrazione
del protocollo di screening).

Ci siamo confrontati in equipe sulle possibili spiegazioni di tale difficolta di arruolamento: molte
delle famiglie dei pazienti affetti da autismo, come gia accennato nell’introduzione del progetto,
provano svariati percorsi terapeutici e sperimentano, negli anni, diversi insuccessi (rispetto alle
attese...) divenendo progressivamente meno disponibili al coinvolgimento in programmi di ricerca
0 anche solo proposte che appaiono di ricaduta marginale rispetto ai grossi problemi di gestione
quotidiana dei loro figli.

Questa difficolta, con la quale abbiamo dovuto fare i conti rispetto alla proposta dell’attuale
sperimentazione, si ¢ manifestata sia nell’arruolamento iniziale (drop out di molti dei pazienti “non
sintomatici”’/controlli), sia nella successiva disponibilita e tenuta/collaborazione rispetto allo
svolgimento dei test specifici (in particolare il test di permeabilita intestinale) o alla proposta di

interventi terapeutici da monitorare nel tempo.

Rispetto invece alle difficolta concrete di esecuzione dei test laboratoristici, come gia discusso, Ci
eravamo prefissati di analizzare i pazienti arruolati nello studio rispetto a due variabili: la
permeabilita intestinale (mediante 1’esecuzione del test lattulosio-mannitolo) e la flogosi intestinale
(mediante il dosaggio della calprotectina fecale).

Il primo dei due test si € mostrato da subito di piu difficile esecuzione nel nostro campione.

La corretta esecuzione del test richiede un digiuno prolungato dei pazienti (sostanzialmente dalla
cena del giorno precedente ’accertamento e per cinque ore successivamente all’ingestione della
bevanda zuccherata).

Tale necessita, pur spiegata idoneamente e recepita dalle famiglie, ha precluso per diversi pazienti

I’arruolamento oppure la corretta esecuzione del test.
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Come gia accennato, trattandosi di pazienti piccoli e spesso caratterizzati da estrema selettivita
alimentare e difficolta o bizzarrie inerenti le sfere sensoriali (gusto e olfatto), un ulteriore ostacolo é
stato rappresentato dalla palatabilita della miscela composta dai due zuccheri con 1’acqua.

Anche I’aspetto della raccolta seriata delle urine ha rappresentato una difficolta aggiuntiva che ha in

alcuni casi pregiudicato la buona riuscita dell’indagine.

Tali difficolta ci hanno indotto a modificare gli obiettivi previsti per la terza fase del progetto e a
decidere, in itinere, di sottoporre tutti i pazienti arruolati al Calprest e di riservare il piu difficoltoso
Test di Permeabilita solo a quei pazienti con indici di alterata flogosi intestinale (ovvero valori di
calprotectina fecale alterati).

Questo ci ha ovviamente precluso di raggiungere nei tempi preventivati un idoneo numero di
pazienti “analizzati” rispetto ad entrambe le variabili individuate (permeabilita e flogosi intestinale)

e ha limitato la nostra possibilita di correlare i dati clinici con quelli laboratoristici.

7.5 Conclusioni generali e prospettive future

L’argomento affrontato in questo progetto permane altamente complesso e meritevole di ulteriori
studi di approfondimento nell’ottica di chiarire la relazione tra i DGI — e gli aspetti istopatologici
sottostanti e connessi — e Disturbi dello Spettro Autistico, fornendo indicazioni precise per la loro

individuazione ed il loro trattamento.

Il lavoro presentato, per i limiti analizzati e le difficolta riscontrate, non ha portato a risultati definiti

che ci consentano, come auspicavamo, di delineare linee guida in questo intricato argomento.

Siamo confortati, ma solo in parte, dal riscontro derivante dalla letteratura italiana e straniera che in
questo triennio abbiamo particolarmente tenuto in considerazione rispetto a nuovi aggiornamenti:
colpisce infatti come, dalle prime ricerche, effettuate per impostare correttamente il nostro progetto
dal punto di vista teorico e bibliografico, si sia progressivamente registrata una riduzione del
numero di articoli pubblicati, insieme ad un riconoscimento condiviso della difficolta di affrontare
tale argomento in maniera “parcellizzata” e alla segnalazione di difficolta concrete nell’esecuzione
di studi sperimentali in questo ambito (tra le altre: alte percentuali di drop-out di pazienti dopo
iniziale entusiasta adesione, difficolta etiche e mediche relative alla proposta randomizzata di diete

e/p terapie farmacologiche per poterne osservare separatamente gli effetti....).
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Siamo tuttavia soddisfatti di aver intrapreso tale percorso che, a livello clinico, ci ha fornito spunti
di discussione importanti, aprendo possibili altre vie da percorrere.

Di sicuro, al di la degli specifici risultati ottenuti, abbiamo potuto stabilire alcuni punti di non

ritorno e direttive che il nostro ambulatorio seguira da ora in poi.

Ci sembra innanzitutto doveroso abbandonare la resistenza scientifica che era stata negli anni posta
rispetto alle problematiche gastrointestinali nell’autismo (in riferimento soprattutto alle datate
ipotesi patogenitiche relative alla vaccinazione antimorbillo), riconoscendo che si tratta di una realta
che, maggiormente indagata, potra offrire importanti spunti anche dal punto di vista terapeutico.

I dati riguardanti la “normalita nutrizionale e metabolica” del nostro campione di pazienti, al di la
degli aspetti che possono essere piu 0 meno presenti ed importanti relativamente alla selettivita
alimentare, ci confortano rispetto alla situazione di iniziale confusione in cui ipotizzavamo che non
ci fossero reali DGI da investigare, ma che generici sintomi celassero soltanto cattive abitudine

alimentari. Sappiamo ora che i DGI vanno indagati nello specifico e separatamente.

Rispetto ai bambini che giungono in nuova diagnosi (sempre piu frequentemente in eta prescolare,
spesso in fascia 0-3 anni), abbiamo stabilito che questi piccoli pazienti devono senz’altro venir
studiati per la possibile compresenza di una malattia intestinale, indagando in modo accurato
I’esistenza di possibili sintomi gastrointestinali sia con lo screening eziologico standard alla

diagnosi sia, successivamente, in presenza di sintomi emergenti.

Correlato a questo aspetto, &€ importante promuovere una campagna di sensibilizzazione per il
riconoscimento precoce dei sintomi gastrointestinali da parte dei pediatri di base (i primi, spesso, a
visitare bambini a rischio non ancora diagnosticati e a raccogliere le preoccupazioni genitoriali,
anche relativamente alla sfera somatica) e dei neuropsichiatri territoriali (che generalmente non si
occupano nello specifico del management dei disturbi dello spettro autistico, ma che possono

indirizzare piu precocemente e correttamente i pazienti a rischio).

Tenendo in considerazione gli interessanti risultati relativi all’ipotesi dell’esistenza di una
predisposizione genetica per le alterazioni della permeabilita intestinale (evinti per esempio dal gia
citato studio napoletano, in cui sono stati studiati anche i parenti di primo grado dei pazienti

autistici e sono state riscontrate significative alterazioni al test di permeabilita intestinale anche in
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questi ultimi), lo studio della “familiarita” potrebbe costituire anche per noi un filone di ricerca
interessante, proponendo I’esecuzione dei test prescelti anche ai genitori e ai fratelli dei nostri

pazienti.
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