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Valutazione della funzione renale nei nati pretermine alla nascita e a medio

termine

Renal function at birth and at 2-4 years of age in infants born prematurely

ABSTRACT

La nascita pretermine determina un’alterazione dei normali processi di maturazione
dei vari organi ed apparati che durante la gravidanza fisiologica si completano
durante le 38-40 settimane di vita intrauterina. Queste alterazioni sono alla base della
mortalita e morbilita perinatale che condiziona la prognosi a breve termine di questa
popolazione, ma possono determinare anche sequele a medio e lungo termine.

E’ stato ampiamente documentato che la nefrogenesi si completa a 36 settimane di
vita intrauterina e pertanto la nascita pretermine altera il decorso fisiologico di tale
processo; a questa condizione di immaturita si sovrappongono i fattori patogeni che
possono determinare danno renale acuto in epoca neonatale, a cui i pretermine sono
in larga misura esposti.

Queste condizioni conducono ad un rischio di alterazioni della funzione renale di
entita variabile in eta infantile ed adulta.

Nel presente studio e stata studiata la funzione renale in 29 bambini di 2-4 anni di eta,
precedentemente sottoposti a valutazione della funzione renale alla nascita durante il
ricovero in Terapia Intensiva Neonatale.

| dati raccolti hanno mostrato la presenza di alterazioni maggiori (sindrome nefrosica,
riduzione di eGFR) in un ridotto numero di soggetti e alterazioni minori ed isolate
(proteinuria di lieve entita, riduzione del riassorbimento tubulare del fosforo,
pressione arteriosa tra il 90° e il 99° percentile per sesso ed altezza).

L’eta di 2-4 anni, alla luce dei risultati ottenuti, puo rappresentare un momento utile

per effettuare una valutazione di screening di funzione renale in una popolazione a



rischio come i pretermine, con lo scopo di individuare i soggetti che richiedano una

presa in carico specialistica ed un follow-up a lungo termine.
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INTRODUZIONE

La nascita pretermine determina un’alterazione dei normali processi di maturazione
dei vari organi ed apparati che durante la gravidanza fisiologica si completano
durante le 38-40 settimane di vita intrauterina. Queste alterazioni sono alla base della
mortalita e morbilita perinatale che condiziona la prognosi a breve termine di questa
popolazione, ma possono determinare anche sequele a medio e lungo termine.

E’ stato ampiamente documentato che la nefrogenesi si completa a 36 settimane di
vita intrauterina e pertanto la nascita pretermine altera il decorso fisiologico di tale
processo; a questa condizione di immaturita si sovrappongono i fattori patogeni che
possono determinare danno renale acuto in epoca neonatale, a cui i pretermine sono
in larga misura esposti.

Queste condizioni conducono ad un rischio di alterazioni della funzione renale di
entita variabile in eta infantile ed adulta.

L’obiettivo del presente studio ¢ investigare la funzione renale a medio termine in
una coorte di neonati < 1500 g e/o < 32 settimane precedentemente sottoposti a

valutazione della funzione e dello sviluppo renale alla nascita.



CAPITOLO 1
SVILUPPO RENALE NEI NEONATI PRETERMINE

1.1 NEFROGENESI E DANNO RENALE ACUTO

Il neonato pretermine presenta una funzione renale immatura in quanto la nefrogenesi
e un processo continuo che si completa verso le 34-36 settimane di eta gestazionale;
ad una situazione di base gia di per se deficitaria correlata alla nascita pretermine, i
neonati pretermine sono soggetti a numerosi eventi patologici e ad interventi
terapeutici che possono interferire con la maturazione post-natale del rene e
determinare conseguenze a breve e lungo termine.

In  epoca neonatale il rene presenta una fisiologica riduzione della filtrazione
glomerulare (Glomerular Filtration Rate, GFR) conseguente ad un peculiare
equilibrio di fattori vasocostrittori e vasodilatatori che condizionano 1’emodinamica
renale™?. E’ stato infatti osservato in un modello proposto da Rhodin et al.® che la
filtrazione glomerulare aumenta progressivamente all’aumentare dell’etd post-
concezionale fino stabilizzarsi intorno alle 48 settimane.

Tra 1 meccanismi vasocostrittori, il principale meccanismo che regola il
mantenimento di un’adeguata GFR agisce sull’arteriola glomerulare efferente
attraverso un meccanismo mediato dal sistema renina-angiotensina-aldosterone che ¢
particolamente attivo durante il periodo perinatale e determina un’azione
vasocostrittrice mediata dall’Angiotensina II. L’altro fattore vasocostrittore che
agisce sul rene neonatale ¢ 1’endotelina, che ¢ dosabile in livelli piuttosto elevati nei
neonati a termine e pretermine.

Tali meccanismi vasocostrittori agiscono durante le prime settimane di vita in
equilibrio con fattori vasodilatatori: peptide atriale natriuretico, bradichinina,

prostaglandine e ossido nitrico (NO).



A seconda del meccanismo patogenetico, il danno renale acuto in epoca neonatale
puo essere pre-renale, renale o post-renale: nell’80% dei casi ¢ dovuto a fattori pre-
renali che compromettono la perfusione del parenchima di un rene altrimenti
funzionante. La concomitante riduzione di GFR che si riscontra in epoca neonatale,
sufficiente per mantenere la funzione renale nella norma in condizioni fisiologiche,
limita la capacita del rene di adattarsi agli stress esogeni ed endogeni che possono
verificarsi dopo la nascita nel neonato pretermine.

E’ stato inoltre ipotizzato da alcuni autori® che in condizioni di disfunzione renale con
0 senza danno parenchimale si possa verificare la cosiddetta nefropatia vasomotoria
(Vasomotor Nephropathy, VMNP). Essa e determinata da patologie che
interferiscono con la perfusione dei vari organi tra cui il rene e dall’alterazione dei
sistemi vasoregolatori. Per esempio, I’ipotensione determina un’attivazione del
sistema renina-angiotensina-aldosterone e del sistema nervoso simpatico, 1’ipossia
attiva il rilascio di endotelina, peptide atriale natriuretico e prostaglandine, mentre la
sepsi determina un incremento dei livelli circolanti di endotelina e NO.

Queste alterazioni della regolazione vasomotoria e della perfusione renale sono
spesso reversibili e si risolvono con il trattamento delle patologie concomitanti e la
sospensione dei trattamenti nefrotossici. Tuttavia se tali alterazioni persistono per un
periodo protratto il danno renale puo diventare permanente e determinare sequele a

medio e lungo termine.

1.2 FATTORI CHE INTERFERISCONO CON LO SVILUPPO DELLA
FUNZIONE RENALE

1.2.1 IPOTENSIONE

Il neonato pretermine presenta un rischio elevato di ipotensione e bassa portata

sistemica conseguente alla disfunzione dei processi che nel neonato a termine

regolano 1’emodinamica dopo il passaggio dall’ambiente intrauterino a quello



extrauterino. E’ stato infatti osservato che nel 16-98% dei casi i neonati pretermine
necessitano di terapia con inotropi durante le prime settimane di vita*”.

L’ipotensione si riscontra piu frequentemente nei primi giorni di vita; tra 1 fattori di
rischio sono stati osservati la terapia steroidea materna, la ventilazione meccanica con
pressioni elevate e la presenza di dotto di Botallo emodinamicamente significativo.
Subito dopo la nascita si verifica infatti tramite il forame ovale e il dotto di Botallo un
ampio shunt prevalentemente sinistro-destro che incrementa il flusso ematico
polmonare: tale iperafflusso polmonare puo portare ad aumento del fabbisogno di
ossigeno e riduzione della portata sistemica. Il miocardio del neonato pretermine, che
presenta minor numero di mitocondri e quindi minori riserve energetiche, non riesce
ad incrementare adeguatamente la propria funzione. Inoltre la funzione miocardica
puo essere ulteriormente compromessa da fattori esogeni come la ventilazione a
pressione positiva e 1’incremento del post-carico mediato da farmaci che
incrementano le resistenze vascolari periferiche; questi fattori riducono ulteriormente
la portata sistemica in un’epoca in cui il neonato ¢ particolarmente sensibile
all’ipossia. Infatti il rilascio di ossigeno ai vari organi dipende sia dal contenuto di
ossigeno del sangue che dal flusso ematico, per cui 1I’ossigenazione dei vari organi ed
apparati € compromessa sia in condizioni di bassa pressione, sia in condizioni in cui
la pressione e quindi il flusso ematico agli organi &€ conservato, ma €& presente una
condizione di ipossia.

Per questo motivo la pressione arteriosa non rappresenta [’unico parametro utile per il
monitoraggio dell’emodinamica neonatale e per I’adeguata gestione di eventuali
terapie mirate a prevenire eventuali danni d’organo precoci. Tuttavia e un parametro
che deve comunque essere monitorato quotidianamente nei neonati pretermine ed
utilizzato insieme ad altri parametri nell’inquadramento generale del paziente critico.
Infatti la pressione arteriosa non puo essere equiparata al flusso ematico sistemico, in
quanto essa dipende, oltre che dalla portata sistemica, anche dalle resistenze vascolari

periferiche. Pertanto il riscontro di una pressione arteriosa “normale” non esclude la



presenza di eventuale riduzione della perfusione sistemica ed il conseguente rischio
di danno d’organo. Viceversa, esistono casi in cui il neonato presenta ipotensione con
perfusione sistemica conservata, in cui &€ controverso se sia da preferire il ricorso alla
terapia con isotropi 0 monitorare il neonato durante tale condizione di “ipotensione
permissiva” senza ricorrere all’uso di farmaci vasomotori°.

La misurazione della pressione arteriosa viene effettuata nelle Terapie Intensive
Neonatali con metodiche non invasive; i valori misurati sono comunemente
interpretati secondo due diverse definizioni di ipotensione:

e Pressione arteriosa media < 30 mmHg in neonati estremamente
pretermine indipendentemente dall’eta gestazionale®;

e Pressione arteriosa media < eta (gestazionale che correla
approssimativamente con il 10° percentile per tale eta gestazionale’. Tale
definizione é stata approvata anche dalla British Association of Perinatal
Medicine®.

In caso di ipotensione con compromissione della perfusione d’organo € opportuno
sottoporre il neonato pretermine ad infusione di inotropi; i farmaci piu comunemente
utilizzati sono la dopamina e la dobutamina.

La dopamina agisce su recettori oy oy, B; € dopaminergici, mentre non determina
vasodilatazione B, mediata. L’effetto a livello miocardico ;-mediato € 30-40 volte
meno potente rispetto a quello di adrenalina e noradrenalina. Pertanto 1’effetto
principale ¢ I’aumento delle resistenze vascolari periferiche mediato dai recettori oy,
mentre non ¢ dimostrabile che 1’utilizzo di dopamina a basso dosaggio eserciti un
effetto vasodilatatore selettivo a livello dei vasi renali per azione sui recettori
dopaminergici; tale ipotesi infatti &€ confermata da studi effettuati su modelli animali,
ma € tuttora controverso se possa essere applicata nella specie umana ed in

particolare nel neonato.



1.2.2 PERVIETA’ DEL DOTTO ARTERIOSO DI BOTALLO

Il dotto arterioso di Botallo mette in comunicazione I’arteria polmonare e 1’aorta
durante la vita fetale; dopo la nascita si realizza una progressiva caduta delle
resistenze polmonari mediata dall’aumento della concentrazione di ossigeno e dalla
diminuzione delle prostaglandine ad azione vasodilatatrice. In queste condizioni
fisiologiche si osserva una chiusura spontanea del dotto entro le prime 48-72 ore di
vita.

Nel neonato pretermine e molto frequente la pervieta del dotto di Botallo (PDA),
conseguente alle peculiari catatteristiche anatomiche e fisiologiche del prematuro,
quali una ridotta sensibilita all’azione vasocostrittrice dell’ossigeno arterioso e ad una
prevalenza dell’attivita rilassante mediata dalle prostaglandine, parzialmente
riconducibile ad un’aumentata produzione di PGE, 0 ad una diminuita degradazione a
livello polmonare.

L’incidenza di PDA ¢ maggiore quanto minori sono il peso alla nascita e ’eta
gestazionale. Inoltre la pervieta del dotto dipende anche dalla presenza e dalla gravita
del concomitante distress respiratorio. Infatti in caso di malattia polmonare severa si
verifica un incremento delle prostacicline che giocano un ruolo importante per il
mantenimento della pervieta del dotto.

In presenza di un dotto pervio dopo la nascita, quando le resistenze polmonari
cadono al di sotto di quelle sistemiche, viene a svilupparsi attraverso il dotto stesso
un flusso di sangue dall’aorta all’arteria polmonare, cioé¢ uno shunt sinistro-destro
che, in presenza di resistenze polmonari normali, € uno shunt continuo sisto-
diastolico che determina un iperafflusso polmonare e un sovraccarico di volume a
carico del cuore sinistro; tale situazione puo evolvere verso un quadro di scompenso
cardiaco sinistro con conseguente ridotto flusso ematico agli organi (encefalo,

intestino, miocardio, reni) e ridotto trasporto di ossigeno ai tessuti.
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Le conseguenze fisiopatologiche di uno shunt sinistro-destro a livello del dotto
arterioso dipendono dall’entita dello shunt stesso e dalla capacita del neonato di
compensare il sovraccarico di volume®.

I fattori principali che controllano I’entita dello shunt sinistro-destro in presenza di un
dotto pervio sono tre: il diametro del dotto , la differenza di pressione tra 1’aorta e
I’arteria polmonare e le resistenze vascolari polmonare e sistemica.

Dopo la nascita le resistenze vascolari sistemiche sono alte, mentre quelle
polmonari diminuiscono con I’inizio della ventilazione e la pressione arteriosa
sistemica risulta € piu alta rispetto a quella del circolo polmonare.

Nelle prime 12 ore di vita si osserva un pattern di tipo bidirezionale, destro-
sinistro in sistole e sinistro-destro in diastole. Questo pattern e dovuto alle alte
resistenze vascolari polmonari delle prime ore di vita. Nelle ore successive,
fisiologicamente, le resistenze diminuiscono e lo shunt diventa sinistro-destro
continuo ad alta velocita, assumendo le caratteristiche definite pattern restrittivo.

Se il dotto invece resta ampio mentre le resistenze polmonari decrescono, lo shunt
inizialmente rimane bidirezionale, piccolo destro-sinistro e ampio sinistro-
destro(“‘growing pattern™) per poi trasformarsi in shunt puro sinistro-destro pulsatile,
cioe maggiore in sistole e minore in diastole, dovuto al progressivo equilibrarsi di
pressione aortica e polmonare conseguente al furto duttale; questo tipo di pattern e
sempre patologico e legato ad uno shunt emodinamicamente significativo.

Le dimensioni del dotto sono un indicatore della significativita emodinamica del
dotto: se il diametro del colletto del dotto risulta maggiore di 1,4mm/Kg a 19 ore di
vita, ¢ correlato a sintomatologia clinica con una sensibilita dell’81% ed una
specificita dell’85%". Inoltre la significativita emodinamica del dotto & espressa
anche dalla dilatazione dell’atrio e del ventricolo sinistro. La dilatazione dell’atrio
sinistro puo essere semi-quantificata comparando il suo diametro con il diametro

dell’arco aortico che invece non si modifica. E’considerato normale un rapporto che
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varia tra 0.86/1 e 1.3/1 e lo ritiene indicativo della presenza di dotto arterioso pervio
quando diventa > 1.3/1.4%.

Le modificazioni emodinamiche conseguenti al PDA sono dovute sostanzialmente a due
fattori patogenetici: I’iperafflusso polmonare e la caduta delle resistenze del circolo polmonare con
conseguente riduzione della perfusione sistemica.

L’iperafflusso polmonare puo determinare peggioramento della funzionalita polmonare aumentando
il rischio di complicanze respiratorie come la displasia broncopolmonare.
La riduzione della perfusione sistemica pu0 determinare complicanze come 1’enterocolite

necrotizzante, 1’insufficienza renale e ’emorragia intraventricolare.

La terapia del PDA é in prima istanza farmacologica; essa viene attuata con farmaci
antinflammatori non steroidei (indometacina e ibuprofene) che inibiscono la sintesi di
prostaglandine e dei trombossani che tramite la loro azione vasodilatante mantengono
la pervieta del dotto.

Tali farmaci presentano una dimostrata parita di efficacia nella chiusura del dotto
arterioso; tuttavia numerosi studi comparativi hanno dimostrato una maggior
sicurezza dell’utilizzo di Ibuprofene per la minor incidenza di effetti collaterali, in
particolare a livello renale'*.

L’ibuprofene pertanto ¢ attualmente piu utilizzato rispetto all’indometacina per la
chiusura farmacologia del dotto di Botallo; tuttavia, avendo lo stesso meccanismo
d’azione, presenta lo stesso tipo di effetti collaterali e quindi le stesse
controindicazioni****.

In base all’epoca di inizio della terapia per la chiusura del dotto di Botallo la terapia
puo essere sintomatica, profilattica o pre-sintomatica.

La terapia sintomatica viene effettuata quando il dotto risulta gia emodinamicamente
significativo e si osservano i segni di tali alterazioni emodinamiche (soffio,
tachicardia, aumento delle pressioni differenziali, ipotensione).

La terapia profilattica viene invece effettuata nelle prime 24 ore di vita,

indipendentemente dalla presenza di sintomatologia specifica, ed e utilizzata
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prevalentemente nei neonati estremamente prematuri dipendenti dalla ventilazione
meccanica™.

La terapia pre-sintomatica ¢ 1’approccio attualmente preferito in molti centri ed ¢
invece mirato a trovare un equilibrio tra i due livelli di terapia precedentemente
descritti.

In caso di controindicazioni o mancata efficacia della terapia farmacologica, €
possibile ricorrere alla legatura chirurgica del dotto di Botallo™.

Lo sviluppo di danno renale acuto in presenza di PDA nei neonati pretermine e
dovuto sia alla patologia stessa che al suo trattamento.

Il dotto pervio puo infatti determinare una condizione di ipovolemia relativa che a sua

volta pud essere causa di ipoperfusione e quindi di danno renale'®*’

. L’ipoperfusione
renale cosi determinata provoca un incremento nella sintesi di prostaglandine
vasodilatatrici nel tentativo di compensare gli effetti emodinamici del dotto. In questa
condizione la somministrazione dei FANS riduce questo effetto di vasodilatazione e
puo quindi peggiorare temporaneamente la perfusione renale.

Pertanto attualmente sono in corso studi che hanno lo scopo di ridurre gli eventi
avversi connessi alla somministrazione di ibuprofene ed indometacina attraverso

I’aggiustamento dello schema di dosaggio sulla base di criteri clinici e laboratoristici

dei diversi pazienti'®.

1.2.3 SINDROME DA DISTRESS RESPIRATORIO

La sindrome da distress respiratorio costituisce una delle patologie piu frequenti nel
neonato pretermine, con una maggior frequenza nei soggetti di minor peso alla
nascita (PN) ed eta gestazionale (EG). Alla base di tale condizione € la ridotta sintesi
di surfactante da parte degli pneumociti di tipo 2; il surfactante € la molecola
costituita da fosfolipidi e lipoproteine che determina la normale compliance degli
alveoli. La carenza di surfactante determina pertanto un aumento della compliance e

quindi del lavoro respiratorio necessario per garantire la funzione alveolare.
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L’aumento del lavoro respiratorio causa tachipnea ed impegno dei muscoli respiratori
accessori; se il deficit di surfactante non viene corretto con la somministrazione di
surfactante per via endotracheale il distress si complica con atelettasia, acidosi ed
ipossiemia di grado variabile.

L’ipossiemia severa determina riduzione del flusso plasmatico renale (FPR), che puo
essere ulteriormente ridotto per effetto della vasocostrizione mediata dall’ipercapnia.
Le modalita di assistenza respiratoria utilizzate per il trattamento del distress possono
determinare ulteriori effetti sull’emodinamica renale e sulla velocita di filtrazione
glomerulare (VFG) in quanto possono causare riduzione del ritorno venoso e
dell’output cardiaco attraverso 1’aumento della pressione intratoracica, 1’attivazione
del sistema nervoso simpatico e I’incremento della secrezione di vasopressina.

Questi effetti sull’emodinamica e sulla funzione renale sono ovviamente correlati alla

severita ed alla durata del distress respiratorio™®%.

1.2.4 SEPSI

La sepsi rappresenta una delle complicanze piu severe per il neonato pretermine;
I’insorgenza puo essere precoce, se si verifica nei primi giorni di vita in seguito alla
trasmissione di un’infezione dalla madre al feto/neonato durante la gravidanza o al
momento del parto, oppure tardiva, se si verifica dopo la prima settimana di vita
(infezione nosocomiale) e si associa spesso alla presenza di cateteri venosi centrali o
tubi endotracheali.

La sepsi puo provocare ipotensione per 1’effetto vasodilatatore di diversi mediatori
rilasciati durante la risposta all’infezione da parte dell’organismo (citochine,
callicreina, trombossano). L’ipotensione sistemica determina a sua volta
compromissione della perfusione dei diversi organi ed apparati tra cui il rene.

Inoltre la terapia eziologica della sepsi si basa sulla somministrazione di farmaci
antibatterici ed antimicotici che possono avere azione nefrotossica e quindi

complicare il danno renale provocato dall’ipotensione e dall’ipoperfusione*”.
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1.2.5 FARMACI

L’esposizione a farmaci potenzialmente nefrotossici come alcuni agenti antinfettivi e
I farmaci antinflammatori non steroidei (FANS) a cui i neonati pretermine possono
essere sottoposti in utero o in epoca neonatale puod determinare un’azione dannosa sul
rene.

La nefrotossicita da farmaci puo essere mediata da vari meccanismi: vasocostrizione
dei vasi intrarenali, necrosi tubulare acuta, nefrite interstiziale acuta e, piu raramente,
ostruzione tubulare. Inoltre il danno renale acuto puo essere provocato indirettamente
tramite rabdomiolisi**#.

I FANS (indometacina e ibuprofene) sono comunemente usati per la chiusura
farmacologica del dotto di Botallo nel neonato pretermine, attraverso un meccanismo
mediato da inibizione della produzione degli endoperossidi e delle prostaglandine,
che, attraverso 1’azione vasodilatatrice, determinerebbero il mantenimento della
pervieta del dotto.

L’indometacina puo determinare una transitoria insufficienza renale a causa della
riduzione delle prostaglandine, agiscono a livello renale determinando una
vasodilatazione mediata dall’inibizione della vasopressina.

Alcuni autori hanno dimostrato che tale condizione di insufficienza renale e transitora
e la clearance della creatinina ritorna a valori normali nonostante il prolungamento
della terapia fino a una settimana e la persistente inibizione delle prostaglandine™.
Per questo motivo, tra le controindicazioni all’utilizzo dell’indometacina nei neonati
pretermine con PDA sono incluse le alterazioni degli indici di funzionalita renale:
azoto ureico > 40mg/dl o creatininemia > 2,0 mg/dl.

L’ibuprofene ¢ un altro FANS che presenta la stessa efficacia dell’indometacina nella
chiusura del dotto arterioso.

Per quanto riguarda gli effetti collaterali, ¢ stato osservato che 1’ibuprofene determina

un minore decremento del flusso ematico cerebrale e renale, determinando con
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minore frequenza oliguria e aumento della creatininemia. Tale differenza é
attribuibile alla maggiore azione inibitoria dell’indometacina sulla cicloossigenasi 1
(COX1), che e coinvolta nella regolazione del flusso ematico renale, cerebrale e
gastrointestinale?®*,

Per questo motivo nella maggior parte delle Terapie Intensive Neonatali I’ibuprofene
rappresenta il farmaco di prima scelta per il trattamento del PDA nel pretermine.
Anche gli agenti antinfettivi costituiscono una categoria di farmaci aventi potenziali
effetti nefrotossici.

Gli aminoglicosidi (amikacina) e la vancomicina sono potenzialmente nefrotossici e
la loro associazione potenzia tale nefrotossicitda. Uno studio effettuato su una
popolazione di extremely low birth weight (ELBW) infants (<1000 g) ha evidenziato
In tutti soggetti trattati perdita renale di potassio, fosfato e calcio, e in alcuni casi
ipofosfatemia ed un transitorio rialzo della creatinina sierica. Tali alterazioni hanno
presentato risoluzione completa dopo 1-2 settimane dalla sospensione della terapia®”.
Si puo osservare un effetto nefrotossico anche con gli antibiotici beta-lattamici e
derivati. Le cefalosporine di terza generazione sono tuttavia frequentemente utilizzate
in eta neonatale e sono ben tollerate per quanto concerne gli effetti renali®.

Inoltre 1 neonati pretermine, in particolare se sottoposti a lungo a ventilazione
meccanica 0 a cateterizzazione venosa centrale, presentano un aumentato rischio di
infezioni fungine sistemiche. Il principale agente antifungino utilizzato in questa
popolazione ¢ I’amfotericina B.

Tale farmaco tuttavia presenta frequentemente nefrotossicita, a causa della sua
interazione con il colesterolo presente in elevata quantita a livello delle cellule
tubulari renali e della sua azione vasocostrittrice che riduce il flusso renale; tali effetti
possono essere attenuati utilizzando il farmaco in forma liposomiale (amfotericina B
liposomiale), che ha mostrato minore tossicita a livello renale e minore incidenza di

squilibri elettrolitici come 1’ipopotassiemia®*®,
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1.2.6 IPOTERMIA

Studi effettuati su animali hanno mostrato che la riduzione di grado moderato della
temperatura corporea provoca Vvasocostrizione renale con conseguente rapido
decremento della GFR. Pertanto si puo ipotizzare che il mantenimento di un’adeguata
temperatura corporea nel neonato sia necessario per il mantenimento della funzione

renale?.

1.2.7 RIDOTTA NEFROGENESI

La maturazione del rene si realizza attraverso il complesso processo della
nefrogenesi, che e controllato da fattori genetici ed ambientali a partire dal periodo
preconcezionale fino alla 36° settimana di EG. Il numero totale di nefroni nell’uomo
e mediamente 1 milione per rene, con una variabilita da 200.000 a oltre 2 milioni.

La riduzione del numero di nefroni puo alterare la funzione renale in modo
permanente e condurre allo sviluppo di ipertensione e, in alcune casistiche, allo
sviluppo a distanza di patologie cardiovascolari e renali. Le dimensioni del rene e il
numero di nefroni sono direttamente proporzionali al peso alla nascita; e stato
osservato inoltre che soggetti nati pretermine o con ritardo di crescita intrauterino
hanno maggior rischio di sviluppare patologie renali in eta adulta®’***°,

Vista la complessita del processo di nefrogenesi, e controverso se un ridotto numero
di nefroni sia la sola conseguenza di alterazioni della circolazione materno-fetale;
tuttavia & probabile che un ambiente intrauterino sfavorevole possa condurre ad
alterazioni funzionali e strutturali tra cui alterata regolazione del sodio, potassio e
cloro o attivazione aumentata del sistema renina-angiotensina-aldosterone e di altri

sistemi vasoregolatori che possono influire sulla funzione renale a lungo termine.
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1.3 MARCATORI DI DANNO RENALE ACUTO E FUNZIONE RENALE IN
EPOCA NEONATALE

1.3.1 CRITERI CLINICI
La definizione di danno renale acuto (Acute Kidney Injury, AKI) e tuttora
controversa; esistono infatti piu di 30 definizioni, che rendono difficile la
comparazione dei diversi studi.
Per ovviare a questa disomogeneita, ¢ stata proposta dall’Acute Dialysis Qualitative
Iniziative Group un nuovo sistema di classificazione denominato RIFLE* (Bellomo
et al., 2004).
L’acronimo (Risk for renal dysfunction, Injury to the kidney, Failure of the kidney
function, Loss of the kidney function and End stage renal disease) ha lo scopo di
stratificare i pazienti alla luce delle variazioni delle variazioni della creatininemia e
alle modificazioni della diuresi.
Dai criteri proposti per la popolazione adulta sono stati ottenuti successivemente i
criteri modificati che possono essere applicati alla popolazione pediatrica (pRIFLE); i

criteri sono schematizzati nella tabella sottostante™,

Estimated CCl Urine output
Risk el decrease by 25% <= 05mlfkg/h for Bh
Imjury el decrease by 50% =05mlfkg'h for 16h
Failure 0l decrease by 75% ar <03 ml/kg’h for 24h ar
eCCl <35mlmin/1.73 m’ anuric for 12h
Loss Pemsistent failure =4 weeks
End End-stage renal disease
stage (persistent failure =3

manths)

Tali criteri sono stati applicati in studi effettuati su pazienti ricoverati in reparti di
Terapia Intensiva Pediatrica, utilizzando pertanto un campione di eta variabile e

quindi non applicabile in una popolazione peculiare come i neonati pretermine.
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Considerando gli studi effettuati sui VLBW?®**3%34%

si osserva che parametro
clinico indicativo di danno renale maggiormente utilizzato e la diuresi < 1 ml/Kg/h.
Tuttavia tale parametro risulta condizionato non soltanto dalla funzione renale, ma
anche dallo stato di idratazione, dall’apporto quotidiano di liquidi, dalla volemia e da
eventuali terapie concomitanti.

Inoltre in circa 1/3 dei casi di insufficienza renale acuta in epoca neonatale, in
particolare in caso di asfissia, il quadro clinico e caratterizzato da diuresi normale e
pertanto non valutabile con questo parametro®. Pertanto la valutazione quotidiana

della diuresi deve essere integrata con altri marcatori di funzione renale.
1.3.2 MARCATORI DI DANNO RENALE

AZOTEMIA E CREATININA

Il marker laboratoristico piu comunemente usato per la diagnosi del danno renale
acuto nei pretermine € la creatinina sierica.

Gli studi effettuati su popolazioni di pretermine hanno identificato come cut-off per il
danno renale acuto valori di creatinina plasmatica variabili da 1.2 a 1.6 mg/dl.
Tuttavia i valori di creatinina sono influenzati anche dall’eta, dal sesso, dalla massa e
dal metabolismo muscolare e dallo stato di idratazione.

Inoltre la creatinina sierica non aumenta fino a quando piu del 50% della funzione
renale € compromessa, mentre durante le modificazioni acute del filtrato glomerulare
la creatininemia non € un indicatore accurato della funzione renale.

Nel neonato pretermine la creatinina sierica € un marcatore poco sensibile e specifico
di danno renale, anche a causa dell’andamento peculiare che presenta dopo la nascita
pretermine. E’ stato infatti osservato in uno studio effettuato su neonati pretermine®’
che la creatinina sierica presenta un incremento durante le prime 48 ore di vita e che
il valore massimo raggiunto ¢ inversamente proporzionale al peso e all’eta

gestazionale. Successivamente si osserva un decremento dei livelli sierici di
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creatinina che si verifica piu tardivamente rispetto ai neonati a termine. E’ stato
Ipotizzato che valori elevati di creatinina alla nascita siano dovuti ad elevati valori di
creatinina materna e alla scarsa capacita del rene del neonato di eliminare il carico di
creatinina di origine materna.

Non é stata riscontrata nessuna correlazione tra 1’entita del picco di creatinina sierica
e il punteggio di Apgar; e stato invece osservato un certo grado di correlazione con il
Clinical Risk Index for Babies (CRIB) score.

La creatinina plasmatica riflette 1’equilibrio tra la creatina muscolare e la clearance
renale che avviene per filtrazione glomerulare. E’ stato ipotizzato che 1’aumento dei
livelli sierici di creatinina nel neonato sia dovuto alla ridotta clearance causata dalla
ridotta velocita di filtrazione glomerulare (GFR) e dal riassorbimento tubulare della
creatinina.

Infatti & stato dimostrato® che la GFR aumenta progressivamente con I’eta post-
concezionale ed ¢ piu bassa nell’immediato periodo post-natale; inoltre la filtrazione
glomerulare puo essere in parte compromessa dalla presenza di distress respiratorio e
dalla concomitante ventilazione meccanica che determinano le modificazioni
emodinamiche sul rene precedentemente prescritte.

Il conseguimento di una progressiva normalizzazione della GFR risulta ritardato nel
neonato pretermine in quanto la nefrogenesi raggiunge il completamento verso la
34°-36° settimana di eta post-concezionale e possono essere presenti i fattori che
interferiscono con lo sviluppo e la maturazione renale.

E’ stato anche osservato in studi effettuati su modelli animali*® che la creatinina non
viene completamente escreta tramite la filtrazione glomerulare, ma si osserva un
parziale riassorbimento a livello dei tubuli renali immaturi in epoca neonatale che
tende progressivamente a scomparire nelle eta successive.

Tale andamento & stato osservato in un gruppo di neonati pretermine® in assenza di

segni clinici di danno renale.
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Viste queste peculiari caratteristiche dei meccanismi di eliminazione della creatinina
durante le prime settimane di vita del neonato pretermine, essa non puo essere
utilizzata come marcatore isolato di danno renale, sebbene possa essere utile nella
gestione del bilancio idroelettrolitico e nella prescrizione delle terapie farmacologiche
nei primi giorni di vita.

E’ stato inoltre effettuato uno studio®* per valutare la funzione renale in 83 neonati di
EG < 32 settimane in cui non sono state riscontrate differenze nei valori di creatinina
sierica alla nascita nelle diverse fasce di EG, mentre durante la prima settimana di
vita sono stati riscontrati valori significativamente maggiori nei soggetti con EG
inferiori.

Il valore della creatinina sierica viene comunemente utilizzato nella pratica clinica
per stimare la velocita di filtrazione glomerulare attraverso formule matematiche
(estimated Glomerular Filtration Rate, eGFR).

La GFR (eGFR) stimata viene comunemente calcolata in eta pediatrica con la
formula di Schwartz*, utilizzando come costante 0,4 per i neonati pretermine e 0,45
per i neonati a termine:

GFR = lunghezza(cm) x k /creatinina sierica.

E’ stato osservato che eGFR presenta un progressivo incremento in tutti i neonati a
partire dalla prima settimana di vita. La correlazione tra EG e GFR puo essere
spiegata con l’incremento progressivo del flusso plasmatico renale sostenuto dal
parallelo aumento della pressione arteriosa sistemica e dalla riduzione delle resistenze
vascolari renali, con il progressivo miglioramento della perfusione renale e con
I’aumento numero di nefroni e della loro capacita di filtrazione.

L’azotemia presenta invece un andamento piu variabile e presenta una correlazione
meno chiara con la maturazione della funzione renale nel neonato®’; inoltre &
maggiormente influenzata dallo stato di idratazione, dallo stato catabolico e

dall’apporto proteico. Per questo motivo ¢ poco usata per il monitoraggio della
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funzione renale del neonato pretermine e per individuare la presenza di un danno
renale acuto.
Per tutti i motivi sopradescritti la creatinina non si pud considerare un marcatore
adeguato per la diagnosi di danno renale acuto; pertanto negli ultimi anni una grande
attenzione ¢ stata rivolta all’individuazione di marcatori precoci della funzione
renale.
E’ stato ipotizzato che questi biomarker possano essere utili anche per altri scopi®:
e identificare la sede del danno (tubulo prossimale, tubulo distale, interstizio,
vasi);
o classificare dal punto di vista patogenetico il danno renale acuto (pre-renale,
renale, post-renale);
e individuare I’eziologia del danno renale;
e predire ’outcome (durata e severita del danno renale, necessita di dialisi,

durata dell’ospedalizzazione, mortalita).

| biomarkers pit promettenti al momento attuale sono NGAL plasmatici e urinario,
KIM- 1 urinario, Cistatina C plasmatica, IL-18 urinaria.
Nella tabella sottostante sono descritte le sensibilita dei diversi marcatori in differenti

situazioni cliniche.

Biomarker Sample Cardiopulmonary Contrast Sepsis or Kidney
Name Source Bypass (CPE) Nephropathy ICU Setting Transplant ()

NGAL Urine 2 hrs post-CPBE 4 hrs postcontrast 48 hrs before AKI 12-24 hrs post-bx

IL-18 Urine A hrs post-CPB Mot tested 48 hrs before AKI 12-24 hrs post-bx

KIM-1 Urine 12-24 hrs post-CPR Mot tested Not tested Mot tested

NGAL Plasma 2 hrs post-CPB 2 hrs postcontrast A8 hrs before AKI Mot tested

Cystatin C Plasma 12 hrs post-CPB® # hrs postcontrast A8 hrs before AKI Variable
NGAL

E’ una proteina di peso molecolare di 25 KDa legata covalentemente alla gelatinasi

dai neutrofili, che agisce come trasportatore del ferro nei vari tessuti**.
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NGAL si trova in 2 distinti compartimenti: il pool sistemico e il pool renale. Nel pool
sistemico NGAL € normalmente espressa a concentrazioni molto basse in diversi
organi, nei neutrofili e nei macrofagi. L’espressione di NGAL ¢ indotta da infezioni,
inflammazione, ischemia e trasformazione neoplastica, che ne possono determinare
un incremento.

L’espressione di NGAL risulta aumentata in corso di infezioni batteriche; tale
aumento € probabilmente indotto in virtu della probabile azione batteriostatica che
NGAL esercita interferendo con i meccanismi di trasporto del ferro necessari per la
proliferazione batterica.

NGAL sierica € sottoposto a riassorbimento tubulare mediato dalla megalina; percio
una quota molto bassa (0,1-0,2%) € escreta nelle urine; questo meccanismo determina
una scarsa interdipendenza tra pool plasmatico e pool renale.

NGAL urinario, che e rappresentativo del pool renale, é costituito da NGAL prodotto
dalle cellule del tubulo renale e non filtrato.

E’ stato osservato in modelli animali***® che NGAL & prodotto dalle cellule del
segmento sottile del tratto discendente dell’ansa di Henle e dei dotti collettori. In
questo caso e stato ipotizzato che la sintesi di NGAL venga indotta in risposta ad un
insulto ischemico in quanto, regolando il trasporto del ferro a livello del tubulo
prossimale, potrebbe inibire I’apoptosi e quindi esercitare un ruolo protettivo.

E’ stata inoltre formulata I’ipotesi che NGAL sintetizzato dalle cellule del tubulo
prossimale sia soggetto a filtrazione glomerulare in virtu del basso peso molecolare e
successivamente sia riassorbito a livello tubulare per endocitosi e concorra a formare
il pool sierico di NGAL, mentre la quota prodotta a livello del tubulo distale sia
escreta pressoché completamente a livello urinario.

E’ stato osservato inoltre che NGAL riveste un ruolo importante nello sviluppo del

46,47

rene: in studi effettuati su animali™"" & espresso a livello della gemma ureterica.
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Inoltre attraverso il legame con il ferro promuove la trasformazione delle cellule
mesenchimali in cellule epiteliali tubulari, esercitando un effetto promigratorio e
inducendo la ramificazione delle cellule.

Numerosi studi hanno evidenziato che NGAL plasmatico ed urinario € un marcatore
predittivo precoce di danno renale acuto in seguito ad interventi chirurgici come by-
pass cardiopolmonare®, trapianto renale®, nefropatia causata da somministrazione di
mezzo di contrasto™, nefrite in corso di lupus eritematoso sistemico™ e patologia
renale cronica™.

Nella popolazione pediatrica, uno studio prospettico®® & stato eseguito in un reparto di
Terapia Intensiva Pediatrica su 140 pazienti di eta compresa tra 1 mese e 21 anni
determinando quotidianamente i livelli urinari di NGAL (UNGAL) e correlandoli con
1 livelli sierici di creatinina e con l’eventuale presenza di danno renale acuto
quantificato con i criteri pRIFLE.

E’ stato osservato che 1 livelli di uNGAL presentano un rialzo circa 48 ore prima che
la creatinina sierica aumenti del 50%, risultando quindi un marker predittivo di danno
renale in fase piu precoce di quanto sia determinato dai marcatori “tradizionali”,
mentre é risultato meno utile per predire il decorso e la durata del danno renale.

In pazienti con sepsi, il rialzo dei valori urinari di NGAL e risultato maggiore, pur
conservando il rapporto proporzionale con la gravita dell’insulto renale espresso con i
criteri pRIFLE.

Inoltre in tale studio non ¢ stato possibile valutare se I’andamento dei valori urinari di
NGAL possa essere influenzato anche dall’eziologia sottostante al danno renale e
pertanto possa essere utilizzato come marker in caso di danno renale da specifici
agenti causali.

Sulla popolazione neonatale & stato eseguito uno studio prospettico®, effettuato su
una popolazione di 20 neonati prematuri VLBW suddivisi in 4 fasce di peso alla
nascita (<750 g, 751-1000 g, 1001-1250 g, 1251-1500 g) in cui NGAL é stato dosato

su campioni di urine. E’ stato osservato che NGAL urinario correla negativamente

24



con PN, in quanto nelle 2 fasce di PN inferiori i wvalori misurati sono
significativamente maggiori rispetto a quelle di PN superiori. Visto il numero di
pazienti arruolati, non é stato possibile determinare se i valori elevati di NGAL
urinario siano condizionati da fattori di rischio per danno renale come a sepsi, PDA
ed esposizione a farmaci nefrotossici.

E’ stato inoltre valutata la possibile correlazione tra tale marcatore e il riscontro di
oliguria o di creatinina sierica > 1,2 mg/dl: e stato osservato che NGAL > 1
deviazione standard (SD) rispetto alla media correla con oliguria con sensibilita 31%
¢ specificita 90%, e con 1’aumento della creatinina con sensibilita 29% e specificita
88%. Sono stati ipotizzati diversi fattori che possono spiegare tale riscontro di scarsa
sensibilita, tra cui I’estrema variabilita dei valori di tale marcatore nei neonati
pretermine e la limitata validita dei parametri oliguria e creatinina sierica per la
diagnosi di danno renale in tale popolazione.

Un altro studio®**® ha determinato i valori urinari di NGAL su 50 neonati VLBW con
decorso clinico non complicato e privo di fattori di rischio di danno renale per
individuare i possibili valori di riferimento da utilizzare in questa categoria di
pazienti che non possono essere confrontati con le altre casistiche di pazienti adulti o
pediatrici. Il decorso clinico non complicato ¢ stato definito con I’assenza delle
seguenti condizioni: terapia materna in epoca prenatale con indometacina o ACE-
inibitori; asfissia perinatale definita con EB >-10 mmol/l nelle prime 12 ore di vita;
emorragia intraventricolare (IVH) di 111-1V grado; FiO2 > 50% nelle prime 48 ore di
vita 0 necessita di ventilazione meccanica; sepsi diagnosticata clinicamente (sintomi
clinici e terapia antibiotica per un periodo > 5 giorni) o infezione documentata da
esami colturali positivi (sangue, liquor, urine); enterocolite necrotizzante
(diagnosticata con riscontro radiologico di pneumatosi intestinale); terapia con
ibubrofene, indometacina o amfotericina B; interventi chirurgici; danno renale (nei
neonati di EG > 27 settimane, un aumento prolungato [48 ore] della creatinina sierica

> 0,3 mg/dl; nei neonati < 27 settimane un aumento della creatinina sierica > 0,3 nei
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primi 4 giorni di vita o un aumento prolungato [48 ore] della creatinina sierica > 0,3
mg/dl a partire dalla 5° giornata di vita); pervieta del dotto arterioso di Botallo che
necessita di terapia.

In tale popolazione sono stati evidenziati mediana, 25°, 75° e 95° percentile e range
rispettivamente 5 ng/ml, 2 ng/ml, 10 ng/ml, 50 ng/ml e 2-150 ng/ml. Tali valori sono
confrontabili i valori di riferimento ottenuti in altri studi su popolazioni pediatriche e
su adulti. Tuttavia i criteri di inclusione non hanno compreso neonati con EG < 26
settimane o PN < 750 g, per cui tali valori non possono essere applicati in queste
fasce di PN ed EG, che risultano peraltro quelle piu a rischio di danno renale.

E’ stato osservato inoltre che la concentrazione di uNGAL si riduce dell’1,33% per
ogni giorno di eta postatale e del 17,8% per ogni settimana di eta postconcezionale. |
valori di uNGAL nei maschi sono risultati significativamente inferiori rispetto alle
femmine. Tale differenza potrebbe essere spiegata con il fatto che nelle femmine la
raccolta dei campioni di urine € maggiormente soggetta a contaminazione con feci e
secrezioni vaginali che puo causare riscontro di valori falsamente elevati di NGAL
nelle urine.

Presso la Terapia Intensiva Neonatale del Policlnico S. Orsola-Malpighi e stato
effettuato uno studio®® su 44 neonati pretermine VLBW nei quali & stata riscontrata
una correlazione tra NGAL urinario nei primi giorni di vita e lo sviluppo renale
durante le prime settimane di vita: é stato infatti osservato che nei soggetti in cui i
valori di creatinina sierica non presenta la fisiologica diminuzione dopo le prime 2-3
settimane di vita, i valori medi di NGAL urinario risultano piu elevati rispetto al resto
del campione. Inoltre il cut-off di 100 ng/ml & risultato un utile predittore di alterata
maturazione della funzione renale dopo la nascita pretermine, con sensibilita 100% e
specificita 67%.

Inoltre & stato osservato®’ da uno studio condotto su 52 neonati pretermine che i
valori sierici di NGAL alla nascita correlano significativamente con lo sviluppo di

displasia broncopolmonare (BPD).
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Uno studio effettuato per individuare i marcatori indicativi di significativita
emodinamica del dotto di Botallo®® ha documentato che NGAL urinario presenta una
correlazione significativa con la presenza di dotto di Botallo che necessita di chiusura
farmacologica o chirurgica.

In uno studio recente®® effettuato su 26 VLBW ¢ stato riscontrato che i valori di
NGAL urinario risultano piu elevati nei soggetti che nei giorni successivi avrebbero
manifestato un quadro di sepsi, con 0 senza interessamento renale, ma con
incremento piu accentuato nel gruppo con sepsi associata a danno renale acuto.

Per quanto riguarda I’'impiego di NGAL per il follow-up in pazienti con danno renale
cronico, & stato effettuato uno studio® su 45 pazienti in etd pediatrica affetti da
insufficienza renale cronica in cui sono stati misurati NGAL sierico, cistatina C
sierica, VFG misurata e VFG stimata, osservando che in tale popolazione NGAL e
dosabile nel siero e correla con la cistatina C sierica e con la VFG misurata e stimata,
NGAL sierico e cistatina C sono utili nella stadiazione dell’insufficienza renale
cronica e infine che per i pazienti con piu bassi livelli di VFG NGAL sierico risulta
maggiormente correlato alla VFG misurata rispetto alla cistatina C e pertanto si puo
ipotizzare che sia un marcatore utilizzabile anche per il follow-up a distanza dei
pazienti con insufficienza renale cronica, oltre che come indicatore di danno renale

acuto.

KIM-1

KIM-1 (Kidney Injury Molecule 1) é una proteina tubulare transmembrana di cui non
e nota la funzione. E’ stato osservato che in campioni bioptici renali e campioni di
urine di soggetti con diversi tipi di patologie renali caratterizzate da proteinuria,
inflammazione e fibrosi essa presenta valori significativamente piu elevati rispetto ai
controlli non affetti da patologia renale®.

Indipendentemente  dall’eziologia, 1’espressione di KIM-1 & risultata

significativamente associata alla patologia glomerulare e al danno renale interstiziale.
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Considerando gli indici di funzionalita renale, I’espressione di KIM-1 é risultata
correlata positivamente alla creatinina sierica e negativamente alla clearance della
creatinina e alla GFR. Non é stata riscontrata correlazione tra KIM-1 e proteinuria.

In etd pediatrica & stata osservata® una correlazione tra elevati livelli di KIM-1 e
I’insorgenza di danno tubulare conseguente al deposito di urati post-radioterapia e
chemioterapia.

Recentemente®® & stato osservato in uno studio condotto su 48 neonati prematuri che
il dosaggio di KIM-1 e predittivo di danno renale acuto con sensibilita 73.3% e
specificita 76.9%.

CISTATINAC

La cistatina C & una proteina plasmatica relativamente stabile che e spesso utilizzata
per il monitoraggio della funzione renale. | livelli sierici di tale molecola possono
essere tuttavia influenzati da fattori che interferiscono con il metabolismo proteico
come la funzione tiroidea e la terapia con corticosteroidi.

E’ stato osservato® che la cistatina C sierica in pazienti con insufficienza renale acuta
correla con la creatinina sierica e con la GFR e pertanto puod essere utilizzato come
marcatore di danno renale acuto.

Uno studio effettuato su pazienti in etd pediatrica in reparti di Terapia Intensiva® ha
evidenziato che la cistatina C e la f2-microglobulina, essendo proteine a basso peso
molecolare escrete esclusivamente per filtrazione glomerulare, rappresentano
marcatori attendibili di compromissione della GFR e risultano meno influenzati da
fattori extrarenali rispetto alla creatinina.

Inoltre®®

sono stati determinati i livelli plasmatici di cistatina C in un campione di
neonati pretermine, ma non ¢ ancora definito se 1’utilizzo di tale marcatore sia da

preferire a quello della creatinina sierica in questa categoria di pazienti.
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Sono stati proposti® come valori di riferimento per I’eta pediatrica valori pari a 0.59—
1.97 mg/l in bambini < 1 anno e valori sovrapponibili a quelli utilizzati in eta adulta
(0.51-0.98 mg/l) dopo il primo anno di vita.

| valori di riferimento per la cistatina C nel neonato a termine e pretermine sono stati
proposti in uno studio condotto su 88 neonati®’: 1,41 per i pretermine tra le 28 e le 32
settimane, 1,22 per i pretermine 33-36 settimane e 1,21 per i neonati a termine.

Uno studio recente effettuato su 28 neonati pretermine® ha evidenziato che la
cistatina C risulta piu elevata nei soggetti con distress respiratorio associato a danno
renale acuto e pertanto potrebbe essere utilizzata per il monitoraggio della funzione
renale nelle Terapie Intensive Neonatali.

La cistatina C puo essere infine utilizzata per stimare la filtrazione glomerulare
attraverso una formula matematica®: log(GFR)=1.962+[1.123*log(1/Cystatin C].
Questa determinazione della GFR e stata adottata in alcuni studi condotti su

popolazioni in eta pediatrica’ ™.

INTERLEUCHINA 18

Interleukina-18 (IL-18) € una citochina pro-inflammatoria, la cui sintesi e indotta a
livello del tubulo prossimale che puo essere dosata nelle urine in seguito ad un insulto
di tipo ischemico, come confermato da studi su modelli animali”.

Sono stati successivamente effettuati studi in cui i livelli urinari di IL-18 risultavano
elevati in soggetti con evidente danno renale acuto” e in cui tale aumento era indotto
pil precocemente rispetto a quello della creatinina sierica in pazienti con sindrome da
distress respiratorio che sviluppavano insufficienza renale acuta™.

Per quanto riguarda 1’eta pediatrica, ¢ stato effettuato uno studio su una popolazione
di bambini sottoposti a intervento cardiochirurgico™, in cui & stato osservato che
NGAL urinario e IL-18 presentano un incremento nei soggetti con danno renale acuto

pill precoce rispetto alla creatinina sierica, ed uno studio™ effettuato in Terapia
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Intensiva Pediatrica in cui il rialzo di IL-18 urinaria precede quello della creatinina ed
e predittivo della severita del danno renale acuto.

Pertanto anche 1L-18 puo essere utilizzabile nella diagnosi precoce del danno renale
acuto; tuttavia & stato ipotizzato™ che I’espressione di tale molecola possa essere
influenzata da numerose variabili come endotossinemia, alterazioni del sistema

immunitario e tossicita da farmaci.

1.2.3 ECOGRAFIA ED ECOCOLORDOPPLER

L’ecografia renale viene eseguita di routine nel neonato con insufficienza renale
acuta. Nei primi 6 mesi di vita la corticale del rene mostra un’ecogenicita uguale o
maggiore rispetto al fegato e alla milza, mentre nelle eta successive appare
ipoecogena rispetto a tali organi. Tale aspetto e dovuto alla maggiore concentrazione
e al maggior volume cellulare dei glomeruli.

L’ecografia ¢ utile per diagnosticare anomalie strutturali del rene come
malformazioni, lesioni parenchimali, patologie cistiche e patologie ostruttive delle vie
escretrici. Inoltre in corso di infezioni fungine da C. Albicans si possono riscontrare
iperecogenicita del parenchima renale, ascessi e bezoari fungini’’.

Inoltre attraverso 1’utilizzo del color-doppler, lo studio ecografico renale permette di
1dentificare alterazioni come stenosi dell’arteria renale, trombosi della vena renale,
complicanze successive all’esecuzione di biopsia renale, variazioni del flusso renale
durante stati inflammatori acuti e cronici, patologie ostruttive e non ostruttive delle
vie escretrici.

La metodica dell’eco-color-doppler consente inoltre di misurare diversi parametri
utili per la valutazione dell’emodinamica renale, tra cui I’indice di pulsatilita (PI),
calcolato come (picco di flusso sistolico - picco di flusso diastolico)/picco di flusso
medio, ¢ I’indice resistivo (RI), calcolato come (picco di flusso sistolico - picco di
flusso diastolico)/picco di flusso sistolico. L’indice resistivo ¢ il parametro

emodinamico maggiormente utilizzato nel neonato.
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E’ stato osservato che un indice resistivo < 0,7 pu0 essere considerato indice di
normali resistenze vascolari renali nell’adulto. Tuttavia & stato osservato’® che i
neonati possono avere un indice resistivo dell’arteria renale fino a 0,9, mentre 1
bambini di eta inferiore ad 1 anno hanno generalmente un Rl tra 0,6 e 0,8 e quelli di
eta > 1 anno hanno un Rl tra 0,5 ¢ 0,7.

Pertanto il cut-off di 0,7 per individuare un aumento delle resistenze vascolari renali
in eta adulta risulta applicabile soltanto in pazienti pediatrici di eta > 1 anno’®, mentre
durante i primi mesi di vita si verificano modificazioni emodinamiche peculiari che si
riflettono in tali differenze di parametri emodinamici®. Nonostante la filtrazione
glomerulare abbia inizio a partire dalla 9°-12° settimana di gestazione, i reni non
hanno un ruolo significativo nell’eliminazione di metaboliti e nel bilancio
idroelettrolitico. La funzione renale fetale risulta limitata almeno parzialmente
dall’ostruzione dell’afflusso di sangue ai glomeruli causata dal turgore delle cellule
epitelioidi dell’apparato iuxtaglomerulare delle arteriole afferenti. Alla nascita tale
situazione scompare determinando aumento del flusso ematico a livello delle arteriole
afferenti e dando quindi inizio alla funzione renale.

Il progressivo aumento del flusso ematico renale & quindi attribuibile al parallelo
decremento progressivo delle resistenze vascolari renali e coincide con il decremento
dell’indice resistivo medio.

Nel neonato pretermine le fisiologiche modificazioni emodinamiche che determinano
la progressiva maturazione della funzione renale possono essere influenzate anche dal
parto prematuro, da patologie associate (PDA, distress respiratorio) e da interventi
terapeutici (ventilazione meccanica, somministrazione di surfactante, terapia per la
chiusura del dotto di Botallo). Uno studio effettuato su 14 neonati pretermine®" ha
evidenziato che a livello dell’arteria renale il flusso sistolico aumenta durante la
prima settimana di vita, mentre il flusso diastolico rimane pressoché invariato;
I’indice resistivo aumenta progressivamente con I’aumento dell’eta post-natale,

probabilmente in seguito all’aumento del flusso sistolico.
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L’indice resistivo ¢ stato inoltre utilizzato per valutare gli effetti emodinamici del
dotto di Botallo nel neonato pretermine e puo essere utile per definire le scelte
terapeutiche. Infatti & stato osservato® che un Rl > 1 & suggestivo della presenza di
dotto di Botallo emodinamicamente significativo (diametro >1,5 mm). Tale
correlazione si spiega con il fatto che un dotto ampio determina un’inversione del
flusso durante la diastole che porta ad una caduta di flusso diastolico a carico di vari

organi periferici tra cui il rene.
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CAPITOLO 2
LA FUNZIONE RENALE A MEDIO E LUNGO TERMINE NEI NEONATI
PRETERMINE

2.1 EFFETTI PERSISTENTI DELLA PREMATURITA’ SULLA
NEFROGENESI

La nascita pretermine influenza lo sviluppo e la maturazione del rene dal momento
che la nefrogenesi si completa verso le 34-36 settimane. La nascita prima della 34°
settimana interrompe il processo di nefrogenesi e determina anche 1’esposizione del
rene agli eventi patogeni in epoca neonatale descritti nel capitolo precedente, che
oltre a provocare un danno renale acuto possono causare modificazioni morfologiche
e funzionali permanenti che possono coinvolgere le diverse strutture del rene®.
Queste alterazioni funzionali nelle eta successive possono avere ripercussioni sullo
stato di salute anche in eta adulta, in cui si osserva negli ex pretermine una maggior
incidenza di insufficienza renale cronica ed ipertensione.

Numerosi autori hanno documentato che la prematurita ed il basso peso alla nascita
determinano una riduzione permanente del numero di nefroni e delle dimensioni del

rene®+&

. Tale dato e stato confermato anche da studi autoptici in cui e stata
riscontrata una forte correlazione tra peso alla nascita e numero di glomeruli®®.

La riduzione della massa renale in seguito alla nascita pretermine (oligonefropatia del
pretermine) é diventata successivamente oggetto di studi di follow-up su coorti di
pretermine per individuare precocemente i soggetti a rischio e mettere in atto ove
possibile interventi di prevenzione®",

Tale riduzione del numero di glomeruli si traduce, secondo I’’ipotesi di Brenner”, in
un’iperfiltrazione compensatoria messa in atto dai glomeruli funzionanti che a lungo
termine  determina  ipertensione, proteinuria che possono  danneggiare
progressivamente il parenchima renale fino all’insufficienza renale cronica. E’ stato

anche ipotizzato che questa interdipendenza tra funzione renale e regolazione della
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pressione arteriosa determini un incremento del rischio cardiovascolare nei soggetti
con ridotto numero di nefroni per qualsiasi causa congenita o acquisita che abbia
interferito con la nefrogenesi®® %929,

La filtrazione glomerulare (GFR) alla nascita risulta notevolmente ridotta rispetto
all’etd adulta, aumentando progressivamente da 30 ml/min/1,73m® a 120
ml/min/1,73m? a causa del progressivo aumento della superficie filtrante®. Tale
riduzione della GFR alla nascita risulta ancora piu marcata nel pretermine, in cui il
numero di nefroni e ridotto rispetto ai neonati a termine e possono coesistere altri
fattori di rischio (ipotensione, farmaci, PDA).

Il tubulo prossimale svolge la funzione di riassorbire diverse sostanze filtrate a livello
glomerulare (aminoacidi, bicarbonati, glucosio) attraverso meccanismi di trasporto
attivo e passivo. Questi sistemi di trasporto sono immaturi nel neonato pretermine; la
riduzione del riassorbimento di queste sostanze puo determinare acidosi metabolica,
glicosuria; viceversa, il sistema di riassorbimento tubulare del fosforo € piu attivo nel
neonato rispetto all’adulto e puo pertanto condurre ad iperfosforemia.

Il dotto collettore & invece responsabile della regolazione della sodiemia e della
potassiemia: I’immaturita di questi sistemi di trasporto fa si che nel neonato
pretermine si osservi frequentemente iperpotassiemia.

Infine il rene del neonato, in particolare del neonato pretermine, presenta una ridotta
capacita di diluire e concentrare le urine in risposta all’apporto di fluidi. Tale capacita
tende a raggiungere 1 livelli dell’eta adulta dopo 1 2 anni di vita.

Oltre alla prematurita, & stato osservato che il ritardo di crescita intrauterino puo
alterare la maturazione del rene, interferendo con la nefrogenesi e determinando una

riduzione delle dimensioni del rene rispetto ai valori di riferimento®.
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2.2 STUDI DI FOLLOW-UP

Esistono in letteratura diversi studi in cui sono state esaminate la funzionalita renale e
la pressione arteriosa nei soggetti nati pretermine a diverse eta.

Il follow-up a 18 anni di 20 ELBW che avevano presentato in epoca neonatale
insufficienza renale acuta ha evidenziato la presenza di alterazioni come proteinuria,
nefrocalcinosi, ipertensione nefrovascolare ed insufficienza renale cronica®™. Tra i
fattori di rischio predittivi di danno renale in eta giovanile-adulta sono stati
identificati ad 1 anno di vita ProtU/CreatU>0,6, creatinina sierica > 0,6 mg/dl e BMI
>85° percentile.

Uno studio effettuato su 143 bambini con PN < 1000 g ed EG < 30 settimane®
valutati in follow-up all’eta media di 7,6 anni ha evidenziato che i pretermine hanno
valori medi di pressione diastolica maggiori e reni di dimensioni inferiori se
confrontati con i coetanei nati a termine. Sono stati inoltre individuati alterazioni
asintomatiche come microalbuminuria, ipercalciuria e nefrocalcinosi. E’ stato
osservato che il ritardo di crescita intrauterino ed extrauterino determina una
riduzione della GFR, mentre la presenza di displasia broncopolmonare si associa ad
una maggior incidenza di microalbuminuria.

Il ritardo di crescita intrauterino e risultato un fattore di rischio per riduzione della
GFR anche in uno studio prospettico effettuato su una popolazione norvegese di 7457
soggetti tra i 20 e i 30 anni di eta”’. Infatti I’odds ratio per GFR< 100 ml/min &
risultato 1,66 (95% CI 1,16-2,37) nei soggetti con SDS score per il peso alla nascita
compreso tra -1,3 e -2 e 2.40 (95% Cl, 1.46 to 3.94) nei soggetti con SDS score per il
peso alla nascita < -2.

Un altro studio™ ha analizzato attraverso misurazione della pressione arteriosa e
calcolo del GFR con la formula che utilizza la cistatina C*® a1, 2 e 3 anni di eta di un
gruppo di 120 neonati VLBW, osservando che la GFR aumenta progressivamente
mentre la cistatina C si riduce. Inoltre i soggetti con minori PN ed EG con elevata

pressione arteriosa ad un anno di eta presentavano GFR piu alta ad un anno e piu
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bassa a 3 anni rispetto ai coetanei non ipertesi. Questo dato & stato spiegato con
I’ipotesi dell’iperfiltrazione compensatoria attiva nel primo anno di vita che
successivamente pud determinare un deterioramento della funzione renale.

Uno studio condotto su 69 VLBW controllati in follow-up all’eta media di 5,7 anni®
ha evidenziato come alterazioni della funzione renale soltanto una maggiore
escrezione renale di al-microglobulina e dimensioni del rene inferiori dei soggetti
con peso alla nascita < 1000 g.

Anche il follow-up a lungo termine ha confermato che la nascita pretermine
costituisce un fattore di rischio per alterazioni a carico del rene: uno studio effettuato
su 422 pretermine (< 32 settimane) a 19 anni di eta ha documentato che, seppur in
presenza di funzione renale nella norma per tutti i soggetti, il basso peso alla nascita
ed il ritardo di crescita intrauterino sono correlati a valori piu elevati di creatinina (e
di conseguenza riduzione di eGFR)®.

In una coorte di 40 ELBW valutati in follow-up in eta scolare'®, & stato osservato che
rispetto ai controlli i pretermine presentavano maggiori valori di creatinina e ridotta
GFR, ed un incremento di eliminazione renale di calcio e fosforo con riduzione del
riassorbimento tubulare dei fosfati (TRP), pur in presenza di equivalenti dimensioni
renali e valori di pressione sistolica e diastolica.

Diversamente dai precedenti, uno studio effettuato su pretermine (< 32 settimane) e
coetanei nati termine AGA e SGA all’eta di 9-12 anni non ha evidenziato differenze
di GFR calcolata con la formula di Schwartz e di proteinuria; e stata invece osservata
una differenza significativa di volume renale che tuttavia si annullava correggendo i
risultati per sesso, eta e superficie corporea™.

Esistono inoltre numerosi studi su popolazioni di pretermine in eta infantile*®*!%1%

105 106,107,108,109

adolescenza™ ed eta adulta In cui sono stati riscontrati valori di pressione
arteriosa maggiori rispetto ai coetanei nati a termine.
Inoltre uno studio retrospettivo’® che ha preso in esame i dati neonatali di 435

bambini con insufficienza renale cronica dovuta a diverse eziologie ha riscontrato una
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maggior incidenza di prematurita e ritardo di crescita intrauterino nei soggetti con

nefropatie congenite ed acquisite.

37



CAPITOLO 3
PARTE SPERIMENTALE

3.1 MATERIALI E METODI

Sono stati arruolati 1 neonati pretermine di peso <1500 g ricoverati alla nascita presso
la Terapia Intensiva Neonatale dal 1/09/2008 al 31/08/2009 e sottoposti in epoca
neonatale a valutazione della funzione renale attraverso il dosaggio di urea,
creatinina, NGAL urinario (UNGAL), NGAL sierico (SNGAL) e KIM-1.
Successivamente 29 neonati arruolati nel precedente studio sono stati sottoposti a

valutazione a medio termine della funzione renale.

Periodo neonatale

| dati neonatali considerati includevano eta gestazionale, peso alla nascita e alla
dimissione con calcolo dell’SDS score attraverso le IneS Charts*****2, Apgar score a
1’ e 5°, durata in giorni di assistenza respiratoria, incidenza delle principali
complicanze

Tra le terapie utilizzate durante il ricovero, sono stati calcolati i giorni di terapia con
amine vasoattive (dopamina e dobutamina), amikacina, vancomicina, amfotericina B.
Sono stati inoltre raccolti i dati sul dotto di Botallo misurati tra le 24 e le 72 ore di
vita: calibro del dotto (corretto per il peso in mm/Kg), rapporto tra atrio sinistro ed
aorta (LA/AO) e necessita di terapia farmacologica con ibuprofene o indometacina o
di intervento chirurgico.

Per quanto riguarda i parametri clinici ed emodinamici di funzione renale sono stati
registrati la presenza durante il ricovero di ipotensione (considerata come pressione
arteriosa media inferiore all’eta gestazionale, secondo il criterio proposto dalla British
Association of Perinatal Medicine)®, di rialzo della creatinina sierica al di sopra di 1,2

mg/dl, di diuresi < 1 ml/Kg/h e di mancata diminuzione della creatinina sierica
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durante le prime settimane di vita rispetto alla nascita (Impaired Renal Function,
IRF).

Alla dimissione sono stati registrati peso e relativo z-score, alimentazione, eta post-
concezionale e durata del ricovero in giorni.

Il dosaggio di UNGAL, SNGAL e KIM-1 e stato effettuato a 24-72 ore di vita in 44
neonati di cui 2 deceduti, mentre il dosaggio della creatinina plasmatica € stato
effettuato a 24-72 ore di vita, a 5-7 giorni, a 15-21 giorni e successivamente quando
clinicamente indicato in base alle condizioni cliniche del neonato.

Il dosaggio della creatinina e stato effettuato presso il Laboratorio Centralizzato del
Policlinico S.Orsola-Malpighi.

Per quanto riguarda il dosaggio di NGAL e KIM-1, sieri e le urine sono stati
conservati a 4° C e centrifugati entro 24 ore dalla raccolta .

I campioni di sangue sono stati centrifugati a 2500 rpm per 15 minuti, ed il siero é
stato congelato a -20°C fino al momento dell’analisi. | campioni di urine sono stati
sottoposti a centrifugazione a 1500 rpm per 10 minuti e il sopranatante e stato
congelato a -20°C fino al momento dell’analisi.

Per il dosaggio di NGAL in entrambi i fluidi biologici e KIM-1 é stato usato il test
immunoenzimatico ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). Tale saggio si
effettua su una piastra da 96 pozzetti utilizzando uno specifico anticorpo monoclonale
precedentemente adeso ad essi. Per calcolare la concentrazione di campioni in studio,
si ricorre all’utilizzo di standard che consentono la costruzione di una curva di
riferimento. Dopo ’aggiunta di standard e di campione nei rispettivi pozzetti, la
piastra € stata lasciata in incubazione; dopo 3-4 lavaggi con un tampone si & aggiunto
un secondo anticorpo specifico legato a biotina. Successivamente € stato aggiunto un
enzima coniugato a streptavidina, capace di legare la biotina. Dopo altri 3-4 lavaggi
per eliminare tutti gli anticorpi rimasti in sospensione, € stato aggiunto un substrato

specifico per I’enzima.
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A questo punto si realizza una reazione capace di sviluppare un’intensita di colore

proporzionata alla quantita di analita legatosi nel primo passaggio; dopo 1’aggiunta di

una “soluzione di stop” ¢ stata eseguita la lettura di tale reazione colorimetrica

tramite un lettore per micropiastre DV 990 BV5UV (GVD, Roma, Italia) misurando

I’assorbanza a 450 nm.

Follow-up
29 bambini valutati alla nascita secondo il protocollo precedentemente descritto

hanno aderito al follow up a medio termine presso il Day-Hospital della Neonatologia

del Policlinico S.Orsola-Malpighi nell’anno 2012.

Ogni soggetto é stato sottoposto a:
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prelievo ematico per urea, creatinina, cistatina C, cloro, calcio, fosforo, EGA,
GOT, GPT, acido urico, magnesio, potassio, sodio inviato presso il Laboratorio
Centralizzato del Policlinico;

esame urine con determinazione di beta2-microglobulina, microalbuminuria,
proteinuria, creatininuria, osmolarita urinaria, elettroliti (sodio, fosforo,
potassio, magnesio), glicosuria, lisozima inviato presso il Laboratorio
Centralizzato del Policlinico;

invio di un campione di sangue (1 ml in provetta da biochimico) e di un
campione di urine (almeno 1 ml) presso il Laboratorio di Nefrologia (prof. La
Manna) per determinazione di NGAL, U-NGAL,

misurazione dei parametri antropometrici e collocazione secondo i percentili
(Gairdner e Pearson**®);

misurazione pressione arteriosa con determinazione del percentile per altezza e
sesso (The Fourth Report on the Diagnosis, Evaluation, and Treatment of High

Blood Pressure in Children and Adolescents, National High Blood Pressure



Education Program Working Group on High Blood Pressure in Children and
Adolescents''*)
- eco reni e vie urinarie con misurazione di:
¢ |unghezza massima rilevata ai due poli renali con calcolo del percentile
per altezza secondo i criteri di Dinkel et al., 1985'*;

e larghezza;

e spessore della corticale;

¢ valutazione delle vie urinarie per determinare la presenza di pielectasia o

dilatazione degli ureteri.

La misurazione della filtrazione glomerulare stimata (eGFR) e stata calcolata con la
formula di Schwartz per ’eta pediatrica: 0,55Xx altezza in cm/creatinina sierica in
mg/dI*%,
| valori di GFR cosi determinati sono stati considerati nella norma se > 100
ml/min/1,73m>.
Con i dati laboratoristici ottenuti sono stati inoltre calcolati il riassorbimento tubulare
del fosforo (TRP) utilizzando la formula 1- ((fosforo U x creatinina P)/(fosforo P x
creatinina U)) e considerando nella norma i valori > 80%™° e la frazione di eiezione
del sodio (FENa) con la formula (sodio U x creatinina P)/(sodio P x creatinina U) e
considerando nella norma valori < 1%
Il rapporto proteinuria/creatininuria e stato considerato nella norma se < 0,2 e in
range nefrosico se > 2.
| parametri antropometrici sono stati analizzati con “Anthropometric Calculator for
normal children 0-20 years of age” (current version: 2012/10/26), basato sulle “US
Centers for Disease Control and Prevention (CDC) 2000 growth charts” (disponibili
online at http://www.cdc.gov/growthcharts/).
L’analisi statistica ¢ stata effettuata con correlazioni di Pearson per variabili continue

(MS Excel 2007), considerando significativo il valore di r > 0,3, chi-square per il
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confronto tra le incidenze di variabili dicotomiche e t-test e per il confronto tra medie
(Graph Pad).

3.2 RISULTATI
Sono stati valutati in follow up 29 bambini di eta compresa tra 2 anni e %2 e 4 anni (17
femmine e 12 maschi). | dati neonatali dei 29 soggetti relativi al periodo dalla nascita

alla dimissione sono riassunti in tabella 1:

PN Media£DS 979,3+350,5 g (range 380-1525 g)
EG MediaxDS 28,4+2,8 settimane (range 23-32)
SGA 7129 (24%)

Surfactante 20/29 (68%)

Ventilazione meccanica 15/29 (51%) durata 1-125 giorni (mediana 12)
CPAP 27/29 (93%)

Sepsi 5/29 (17%)

Oliguria 8/29 (27%)

Creatinina > 1,2 mg/dI 8/29 (27%)

IRF 4129 (13%)

Ipotensione 10/29 (34%)

Dialisi peritoneale 1/29 (3%)

Terapia con dopamina 16/29 (55%) (range 2-67 gg, mediana 8)
Terapia con dobutamina 9/29 (31%) (range 1-20 gg, mediana 4)
Terapia con vancomicina 9/29 (31%) (range 2-35 gg, mediana 7)
Terapia con amfotericina B 1/29 (3%)

liposomiale

Terapia con amikacina 22/29 (75%) (mediaxDS 8x7gg, range 2-33)
Terapia con diuretici per BPD 13/29 (45%)

BPD a 28 giorni 15/29 (52%)

BPD a 36 settimane 5/29 (17%)

IVH 4129 (14%) (grado I-11)

LPV 2/29 (6%)
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NEC 6/29 (12%) (2 con perforazione)

ROP 9/29 (31%)
3 I grado, 4 Il grado, 2 111 grado
PDA 18/29 (62%)

PDA emodinamicamente significativo 14/29 (48%)
Chiusura con ibuprofene 11 casi
Chiusura con indometacina 2 casi

Chiusura chirurgica 2 casi

S-NGAL > 100 ng/ml Giorno 1 11/24 (46%)
Giorno 5 7/18 (39%)
Giorno 14 8/22 (36%)

U-NGAL> 100 ng/ml Giorno 1 10/23 (43%)
Giorno 5 7/17 (29%)
Giorno 14 7/21 (33%)

Dimissione Durata media ricovero 92+59 gg, range 33-263
EPC media alla dimissione 39+4,7 range 34-52 settimane
Peso alla dimissione media 2110+426 g range1670-3285 g

Tabella 1 Dati neonatali

Tutti i soggetti sono stati valutati periodicamente per il follow-up della prematurita
presso il Day-Hospital della Neonatologia in cui sono stati sottoposti a monitoraggio
dei parametri antropometrici e dello sviluppo neurosensoriale.

La valutazione della funzione renale ¢ stata effettuata all’eta media di 3,4+0.4 anni.
In tale occasione il prelievo ematico e stato effettuato in 27/29 soggetti, la raccolta
delle urine in 23/29 soggetti e 1’ecografia in 26/29. La misurazione della pressione
arteriosa e stata effettuata in 27/29 soggetti per la scarsa compliance dei pazienti che
ha reso impossibile la misurazione in 2 casi.

I risultati complessivi dei controlli effettuati sono schematizzati di seguito:

Esami ematici

e Urea media 31+7.9 mg/di
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e Creatinina media 0.4+0.11 (range 0,3-0,75) con riscontro di creatinina > 0,6
mg/dl in 2/27 (7,4%)

e Cistatina C media 0.86+0.1 (0,64-1,25)

e eGFR 134429 ml/min/1,73m? con riscontro di valori patologici (< 100
ml/min/1,73m?) in 2/27 (7,4%)

e Elettroliti, acido urico, EGA: nella norma per tutti i soggetti

e S-NGAL 0.997+0.67 ng/ml

e B, microglobulina assente in tutti i soggetti

e Microalbumina assente in tutti i soggetti

e Proteinuria 60-290 mg/die con rapporto ProtU/CreatU>0,2 in 9/23 (39%), di
cui 1 soggetto con proteinuria in range nefrosico confermata in piu controlli
consecutivi e ricoverato in Nefrologia Pediatrica per essere sottoposto a terapia
steroidea)

e Lisozima assente in tutti i soggetti

e Glicosuria assente in tutti i soggetti

e FENa nella norma (<1%) in tutti i soggetti

e TRP<80% in 2/23 soggetti (8,7%)

e U-NGAL range 0-0.705 ng/ml, mediana 0.0775 ng/mi

La valutazione ecografica ha evidenziato per il rene destro 13 soggetti con misure al
di sotto del 50° percentile per altezza e per il rene sinistro 12 soggetti con misute al di
sotto del 50° percentile, ma tutti i controlli hanno mostrato reni nel range di
normalita.

La pressione sistolica ¢ risultata >90° percentile in 15 soggetti, pari al 58% del
campione (2 tra il 90° e il 95° percentile e 11 tra il 95° e il 99°).

Dopo la valutazione, ai soggetti con alterazioni di GFR, rapporto

proteinuria/creatininuria >0,2 0 pressione arteriosa > 95° percentile é stato
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programmato controllo a distanza di 6-12 mesi degli esami e controllo della PA ed
esame urine una volta all’anno.
2 soggetti sono stati invece presi in carico dalla Nefrologia Pediatrica del Policlinico
S.Orsola-Malpighi:
- 1 bambino con sindrome nefrosica
- 1 bambina nata a 23 settimane di EG e sottoposta in epoca neonatale a dialisi
peritoneale che alla nostra valutazione ha presentato alterazioni borderline
della pressione e rapporto proteinuria/creatininuria > 0.2,
| dati antropometrici misurati in occasione del follow up sono risultati:
- z-score per il peso: media -1.39+£1.22 (range -3-0.81) con 15 soggetti con z-score <
1,28 (10° percentile);
- z-score per altezza: -0.83£1.01 (range -3-0.77) con 10 soggetti con z-score < 1,28
(10° percentile);
- BMI medio 14.4+1.4 (range 11.8-16.4) con z-score medio -1.23+1.39 (-4.33-0.47)
con 11 soggetti al di sotto del 10° percentile e nessuno sovrappeso (>85° percentile).
E’ stata osservata una correlazione significativa tra valori di eGFR e lo z-score per il
peso alla nascita (r=0.4, p 0.039) e lo z-score per il peso a 3 mesi di eta corretta (r
=0,45, p 0.01), mentre la correlazione non e stata osservata per EG, PN, eta post-
concezionale (EPC) alla dimissione, peso alla dimissione, z-score per il peso alla

dimissione e durata del ricovero (tabella 2, figure 1 e 2).
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Variabile correlata con eGFR r di Pearson | p

PN 0.11 0.58
EG -0.17 0.39
Z-score peso nascita 0.40 0.03
GG ricovero -0.14 0.48
EPC dimissione -0.28 0.15
Peso dimissione -0.01 0.96
z-score peso dimissione 0.24 0.22
z-score peso 3 mesi EC 0.45 0.01
z-score peso al follow up 0.22 0.27
z-score altezza al follow up 0.14 0.48
BMI al follow up 0.31 0.11
z-score BMI al follow up 0.23 0.24

Tabella 2 Correlazione (r di Pearson) tra GFR e variabili neonatali

eGFR

0 I
g o DN

i

NJ

[s=Rppes RRp s QRN o QRN as QRN TERRR T

3,00 2,50 2,00 -1,50 1,00

z-score peso alla nascita

1,00 1,50

Fig. 1 Correlazione tra eGFR e z-score per il peso alla nascita
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Fig. 2 Correlazione tra eGFR e z-score per il peso a 3 mesi di eta corretta

Il valore di eGFR non risulta correlato alle dimensione del rene misurato
ecograficamente. La lunghezza dei reni risulta invece correlata significativamente per
entrambi i reni a z-score per il peso alla nascita, alla dimssione, a 3 mesi di EC e al

follow-up, e durata del ricovero. (tabella 3).
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Variabile correlata con | r p Variabile  correlata  con | r di Pearson | p
lunghezza rene dx lunghezza rene sn

PN 0.42 0.03 PN 0.35 0.07
EG 0.34 0.08 EG 0.3 0.12
Z-score peso nascita 0.36 0.03 Z-score peso nascita 0.18 0.36
GG ricovero -0.72 | <0.0001 | GG ricovero -0.58 0.001
EPC dimissione -0.72 | <0.0001 | EPC dimissione -0.37 0.06
Peso dimissione -0.07 | 0.64 Peso dimissione 0.14 0.48
z-score peso dimissione | 0.64 | <0.001 z-score peso dimissione 0.49 0.009
z-score peso 3 mesi EC | 0.44 0.02 z-score peso 3 mesi EC 0.48 0.01
z-score peso al follow | -0.47 | 0.01 z-score peso al follow up 0.4 0.04
up

z-score  altezza al | 0.37 | 0.06 z-score altezza al follow up 0.38 0.05
follow up

BMI al follow up 0.4 0.04 BMI al follow up 0.09 0.65
z-score BMI al follow | 0.43 | 0.02 z-score BMI al follow up 0.16 0.42
up

Tabella 3 Correlazione tra fattori neonatali e post-natal i e lunghezza dei reni

In base al riscontro di proteinuria e di ipertensione sistolica il campione e stato quindi
suddiviso in 2 gruppi confrontando le variabili neonatali e post- neonatali.
Confrontando i 9 soggetti con proteinuria con i 17 senza proteinuria, & stata
osservata una differenza significativa nella durata della terapia con amikacina (13+10
vs 5+2.4 giorni, p=0.009) e durata del ricovero (13488 giorni vs 69+27, p=0.008).
Per quanto riguarda il confronto tra i 15 soggetti con ipertensione e gli 11 senza
ipertensione, é stata osservata una maggiore incidenza di PN < 10° percentile vicina
alla significativita (33% vs 0, p=0.05) ed una differenza significativa nella durata
media della terapia con dopamina (27126 vs 9£7.6 giorni, p=0.03).

| valori medi di GFR sono risultati significativamente inferiori nel gruppo con
ipertensione (128+29 vs 150+23 ml/min/1,73m?, p=0.03).
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Inoltre il BMI medio dei soggetti ipertesi € risultato inferiore a quello dei soggetti
non ipertesi (14+1.54 vs 15+0.93, p=0.04).

3.3 DISCUSSIONE

La valutazione della funzione renale effettuata a medio termine in una coorte di 29
neonati di PN < 1500 g e/o EG < 32 settimane ha evidenziato la presenza di
alterazioni funzionali nel 69% dei soggetti e sindrome nefrosica in 1 soggetto (3.4%).
Se si esclude un caso di sindrome nefrosica all’esordio che ha necessitato di ricovero
per la terapia specifica, in tutti gli altri soggetti sono state individuate soltanto
alterazioni funzionali asintomatiche ed isolate (riduzione del riassorbimento tubulare
del fosforo, proteinuria/creatininuria > 0.2, pressione sistolica > 90° percentile e
riduzione di eGFR) riscontrate anche negli studi presentati in letteratura.

Infatti una riduzione della filtrazione glomerulare correlata alla presenza di ritardo di
crescita intrauterino (IUGR) & stato documentato anche da Keijzer-Veen® in una
coorte di 422 ex-pretermine a 19 anni di eta.

Un altro studio effettuato su un campione in eta scolare'® ha evidenziato che i valori
di GFR non risultavano alterati rispetto ai controlli nati a termine, mentre le
dimensioni del rene risultavano inferiori nei pretermine e negli SGA con una
correlazione statisticamente significativa con il peso alla nascita.

Nel nostro campione non ¢ stato possibile effettuare un’analisi multivariata per il
ridotto numero di soggetti con GFR<100 ml/min/1,73m* (2 casi); tuttavia la
correlazione di Pearson tra eGFR e parametri antropometrici ha evidenziato una
relazione significativa tra la filtrazione glomerulare e lo z-score per il peso alla
nascita e a 3 mesi di eta corretta, confermando che il ritardo di crescita sia
intrauterino che extrauterino rappresenta un fattore di rischio per alterazione dello
sviluppo renale gia all’eta di 2-4 anni, confermando i risultati effettuati su coorti in

eta scolare-adulta® '8,
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Inoltre le dimensioni del rene, pur rientrando tutte nei range di normalita secondo i
percentili in base all’altezza, risultano correlate significativamente al ritardo di
crescita intra- ed extrauterino espresso come z-score del peso alla nascita, alla
dimissione, a 3 mesi di eta corretta e a 2-4 anni, e al numero di giorni di ricovero che
si puo considerare un indicatore della gravita complessiva del neonato.

Le alterazioni funzionali riscontrate nella nostra popolazione (proteinuria, alterazione
del riassorbimento tubulare del fosforo) sono analoghe a quelle documentate in
letteratura per le et successive®*%.

Tra 1 fattori di rischio per proteinuria nel nostro campione sono stati individuati
soltanto la durata della terapia con amikacina, di cui ¢ documentata 1’azione
nefrotossica che oltre ad essere potenzialmente causa di insufficienza renale acuta
potrebbe essere la causa delle alterazioni strutturali alla base della proteinuria, e la
durata complessiva del ricovero che rappresenta un indicatore complessivo della
morbilita neonatale.

Visto il ridotto numero di soggetti con riduzione del TRP (2 casi), non é stato
possibile effettuare un’analisi statistica per identificare 1 fattori di rischio per tale
alterazione, sebbene si tratti di 2 soggetti di EG 25 e 26 settimane con severa
displasia broncopolmonare (BPD) che ha necessitato di terapia diuretica protratta. |
neonati pretermine presentano nei primi mesi di vita un aumentato rischio di
osteopenia con alterazioni del metabolismo calcio-fosforo; tale rischio aumenta in
caso di terapia protratta con diuretici e corticosteroidi che viene effettuata nelle forme
piu severe di displasia broncopolmonare. Inoltre la displasia broncopolmonare € una
patologia ad eziologia multifattoriale in cui le lesioni polmonari sono determinate
anche da disregolazione dei mediatori di vasocostrizione e vasodilatazione e da
alterazione del bilancio idrico’®, con una possibile interdipendenza tra apparato
respiratorio e rene. Nel nostro campione era stata inoltre osservata in epoca neontale
una elevata incidenza di NGAL > 100 ng/ml nei soggetti con BPD trattata con

diuretici rispetto al resto del campione (57% vs 28%, p=0.04).
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Il riscontro di alterazioni del riassorbimento tubulare del fosforo a 2-4 anni di vita,
pur in presenza di valori normali di calcemia e fosforemia, proprio in 2 soggetti con
broncodisplasia che in epoca neonatale erano stati sottoposti a tali terapie fa
ipotizzare che le alterazioni funzionali osservate in epoca neonatale possano protrarsi
anche nella prima infanzia o nelle eta successive'®.

Analogamente non & possibile effettuare analisi statistiche sul caso isolato di
sindrome nefrosica, relativamente al quale sarebbe opportuno approfondire attraverso
un ampliamento del campione se si tratta di un reperto del tutto occasionale o se tale
patologia abbia una maggior incidenza negli ex pretermine rispetto alla popolazione
generale, in cui la sindrome nefrosica ha un’incidenza annua variabile nelle diverse
popolazioni da 1.15 a 16.6 su 100.000*%,

L’analisi della prognosi dei soggetti con insufficienza renale acuta, come effettuata
da Abitbol et al.*> ¢ stata effettuabile nel nostro campione solo per 1’unico caso che ha
necessitato di dialisi peritoneale durante il ricovero in Terapia Intensiva Neonatale: si
tratta di una bambina estremamente pretermine (EG 23 settimane, PN 380 g) che
all’eta di 3 anni e 2 ha presentato funzione renale nella norma e rapporto
proteinuria/creatininuria 0.26 e che verra sottoposta a monitoraggio della funzione
renale una volta all’anno.

Per quanto riguarda i valori di NGAL sierico ed urinario misurati al controllo di
follow-up, sono stati riscontrati valori nella norma in tutti i soggetti (tutti inferiori al
25° percentile rispetto ai valori di riferimento neonatali proposti da Parravicini et
al.>): tale dato fa ipotizzare, nonostante non esistano valori di riferimento specifici
per le popolazioni pediatriche, che non siano presenti danni renali a livello del
compartimento tubulo-interstiziale.

La misurazione della pressione arteriosa € risultata in parte condizionata dalla non
completa compliance dei pazienti, a differenza degli altri studi effettuati su

popolazioni di pazienti di eta maggiori e quindi completamente collaboranti.
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Il riscontro di valori di pressione sistolica > 90° percentile per altezza durante i1 primi

103
l.

anni di vita conferma il dato osservato da Duncan et a In ex-pretermine di eta< 3

anni e da numerosi autori che hanno effettuato studi in coorti di adolescenti e giovani
adulti nati pretermine!®>106:107.108.109

La maggior incidenza di ritardo di crescita alla nascita nei soggetti ipertesi rispetto a
quelli normotesi conferma 1’ipotesi che alterazioni di crescita e sviluppo durante la
nefrogenesi determina alterazioni morfologiche e funzionali che possono influenzare
I sistemi di regolazione della pressione arteriosa. Inoltre & stato osservato che i
soggetti che hanno sviluppato ipertensione a 2-4 anni di eta hanno presentato in epoca
neonatale alterazioni pressorie ed emodinamiche tali da richiedere infusione piu
prolungata di dopamina: queste alterazioni potrebbero essere correlate a alterazioni

persistenti della regolazione della pressione attivi a livello renale.

3.4 CONCLUSIONI

| nati pretermine presentano un aumentato rischio di alterazioni della funzione renale
e della regolazione della pressione arteriosa sia precoce, in epoca neonatale, che
durante le eta successive.

| dati relativi al follow-up a medio termine di una coorte di ex-pretermine hanno
mostrato la presenza sia di patologie renali (sindrome nefrosica) che di alterazioni
subcliniche di alcuni parametri di funzione renale (riduzione di eGFR, riduzione di
TRP, pre-ipertensione e proteinuria di modesta entita).

Questi risultati suggeriscono che 1’eta di 3-4 anni puo rappresentare un momento utile
per effettuare uno screening di funzionalita renale in questa popolazione a rischio, al
fine di identificare i soggetti che fin dalla prima infanzia richiedano una presa in
carico specialistica per proseguire il monitoraggio ed identificare precocemente
eventuali situazioni che potrebbero beneficiare di un intervento terapeutico.

La correlazione tra i dati neonatali e le alterazioni osservate sottolineano 1’importanza

dell’accrescimento pre- e post-natale sulla maturazione della funzione renale e
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suggerisce 1'utilita di eventuali studi su coorti piu numerose per identificare in
maniera piu precisa i fattori di rischio precoci che interferiscono con la nefrogenesi.

L’utilizzo di marcatori di funzione renale come NGAL sierico ed urinario, che in
epoca neonatale si era rivelato utile per ’individuazione di soggetti con alterata
maturazione della funzione renale, in eta infantile non ha mostrato alterazioni

significative.
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