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Caratterizzazione delle interazioni dei farmaci dell'anestesia con la beta-amiloide, identificazione degli anestetici a rischio,

ricerca elaborazione di nuovi protocolli di anestesia, loro valutazione sull'outcome cognitivo post-operatorio immediato e a distanza, ed
elaborazione di processi assistenziali per la riduzione del rischio.
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10. Obiettivo dellaricer ca eseguita

Gli obiettivi finali cheil Progetto si & proposto di raggiungere sono i seguenti:

1) Caratterizzare, attraverso |'uso di uno Spettroscopio RNM Multidimensionale, |'interazione molecolare delle concentrazioni cliniche degli anestetici e dei farmaci
somministrati durante I'anestesia con il peptide beta-amiloide, valutandone la tendenza a determinare oligomerizzazone (aggregazione). Infatti, studi preliminari
evidenziano che ad alte concentrazioni, alcuni anestetici agiscono sul metabolismo della beta-amiloide direttamente (produzone ed oligomerizzazione) €/o
indirettamente (interazione del sistema colinergico con la beta-amiliode).

2) Classificare gli agenti anestetici e i farmaci comunemente somministrati durante I'anestesia, in quelli che determinano e quelli che non determinano
oligomerizzazione. Una produzione incontrollata di beta-amiloide con la formazione di placche, & notoriamente implicata nella cascata della beta-amiloide che sta
alla base dell'ipotesi patogenestica della Malattia di Alzheimer e che conduce alla degenerazione neuronale. | farmaci studiati saranno classificati per realizzare
differenti protocolli di anestesia, in basse alla loro potenziale proprieta, indagata in vitro, di agire sulla berta-amiloide e di interagire con il sistema colinergico
Cﬁntral e,I il sistema neurotrasmettitoriale che ha un ruolo ben caratterizzato sulle funzioni cognitive, soprattutto associato al declino correlato all'eta, sia fisiologico
che patologico.

3) Valutare le disfunzioni cognitive post-operatori che si manifestano precocemente e quelli che s manifestano tardivamente, nei pazienti sottoposti ai protocolli di
anestesia, oltre al verificars e all'incidenza delle disfunzioni stesse. Verranno utilizzati test psicomentrici. Verra valutato un gruppo di 300 pazienti precedentemente
studiato per il delirio post-operatorio dopo interventi in urgenza ed in elezione per stabilirei fattori di rischio e rapporti con i farmaci dell'anestesia alla luce degli
studi di interazione molecolare con la beta-amiloide.

5) Diffonderei dati sperimentali. | risultati verranno diffusi liberamente alle comunita scientifica sia nazionale che internazionali attraverso siti web dedicati,
giornali scientifici, e meetings. Sui siti web sara assicurato anche libero accesso ai lettori in generale e ai medici. Per assicurare una diffusione capillare a livello
nazionale, i dati saranno comunicati anche nel corso di meeting di Anestesia nazionali etra gli speciliazzandi (i futuri anestesisti). Sara cosi possibile per i medici
anestesisti utilizzare dei protocolli pit adeguati, somministrare farmaci potenzialmente pit sicuri considerando I'eta dei pazienti, le patologie preesistenti come quelle
neurodegenerative, cheincrementano il rischio di sviluppare o di aggravare le disfunzioni cognitive.

6) Contribuire con i nostri risultati e con i dati clini, allericerche in corso che valutano se la somministrazione di diversi specifici farmaci anestetici nel soggetti
anziani possa essere un evento chiave nella patogenesi della malattia di Alzheimer, owvero facilitare una esacerbazione del processo di neurodegenerazione.




11. Descrizione della Ricer ca eseguita e dei risultati ottenuti

1) Caratterizzazione dell'interazione molecolare dei farmaci anestetici con la beta-amiloide.
E' stata definita I'interazione molecolare tra le concentrazioni degli anestetici e del farmaci comunemente utilizzati durante I'anestesia con il peptide beta-amiolide,
valutando la tendenza di questi farmaci a determinare I'oligomerizzazione del peptide stesso, mediante I'impiego di spettroscopio a risonanza magnetica nucleare

(RMN) multidimensionale.
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Gli studi evidenziano che la dimensione molecolare dei farmaci anestetici rappresenta il fattore determinante sul processo (sintesi ed oligomerizzazione) della
beta-amiloide direttamente.
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Gli esperimenti condotti mediante spettroscopia a risonanza magnetica nucleare hanno fornito un chiaro modello di link molecolare tra gli anestetici e la beta
amiloide. Sono stati creati dei campioni in cui venivano sospese note concentrazioni di beta amiloide con |'aggiunta dell'anestetico esaminato, valutandone nel tempo
le modificazioni. S € visto che gli anestetici con volume molecolare ridotto, cioe gli anestetici inalatori, aggregavano la beta amiloide gia a concentrazioni cliniche e
in tempi pid rapidi.




Di contro, con anestetici dalle strutture molecolari pitl complesse, quali quelle degli anestetici endovenosi, non si registrava alcuna aggregazione [39].




Quando perd i duetipi di anestetici venivano co-somministrati a prevalere non era il potere protettivo di questi ultimi, ma piuttosto la capacita aggregante degli
anestetici volatili.




All'aggregazione si associava un chemical shift dei residui critici G29, A30 e 131 della beta amiloide, indice di un probabile coinvolgimento dei tre amminoacidi nel
processo d'interazione molecolare con gli anestetici, dunque nell*‘aggregazione della beta amiloide.




Meccanismo molecolare di azione degli anestetici
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S egiunti alla conclusione che alla base dell'interazione con la beta amiloide vi siano le caratteristiche biofisiche dei singoli anestetici: soltanto molecole dalle
piccole dimensioni riescono ad inserirsi nella regione helix-loop della beta amiloide e interagire con essa, inducendone alterazioni conformazionali, che dalla sua
forma monometrica ad alfa-elica muta in oligomerica a foglietto-beta.

Gli studi sono stati condotti in collaborazione con il laboratorio del Department of Psychiatry - University of Pittsburgh Medical Center - Pittsburgh, PA, USA,
coordinati dal Prof. Pravat K. Mandal che ha messo a disposizione e speciali apparecchiature necessarie. Il Prof. Mandal si & successivamente trasferito dal
laboratorio di Pittsburgh (USA) al National Brain Research Institute, Govt. of India (Dept. of Biotechnology),Manesar (India). Dunquei primi studi, iniziati negli
Stati Uniti, sono continuati presso la nuova sede in India, dove la disponibilita di apparecchiature ancora piu evolute e moderne ha comungue permesso un parziale
recupero dei tempi. Gran parte dei risultati di questi studi sono stati gia pubblicati su riviste internazionali con Impact Factor, altri sono in corso di pubblicazione.
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2) Sono stati realizzando i protocolli dei farmaci anestetici sulla base della loro proprieta di indurre |'oligomerizzazione della beta-amiliode, sulla base dei dati
ottenuti riguardo |'interazione molecolare tra la beta-amiloide e i farmaci anestetici comunemente somministrati nei pazienti durante I'anestesia. L'influenza del
differenti protocolli anestesiologici sull'anestesia generale sui disturbi cognitivi post-operatori € stata oggetto di studio in questa fase del programma. in
collaborazione con le unita di ricerca dell'Universita La Sapienza e dell'Universita di Bologna.

Nello studio del gruppo di Bologna sono stati arruolati 351 pazienti per un totale di 357 ricoveri. L'eta media dei pazienti ammonta a 76.4 anni (intervallo: 66-99).
Dei 351 pazienti il 59.1% sono donne, in numero di 211.

A tutti i soggetti sono stati somministrati i questionari per la valutazione dello stato cognitivo generale, dello stato affettivo e dell'autonomia funzionale ed € stato
effettuato anche un prelievo di sangue come stabilito nel protocollo con separazione del plasma.

La presenza del DPO frai pazienti arruolati in questo studio é stata val utata attraverso la somministrazione del test CAM (Inouye et al., 1990, 2003) (al 1°,2°,3° e
6° giorno post-operatorio) e la severita del Delirium é stata determinata con il Delirium Rating Scale (DRS) (Tzrepac et al., 1988).

Laraccolta di tutti i dati in un DATABASE ¢é stata fatta con costante aggiornamento e analisi dei dati clinici/fenotipici/fisico-funzionali e cognitivi.

I database, attual mente costituito dall'inserimento dei dati provenienti da 351 soggetti (di questi 47 hanno sviluppato il deliriumossiail 13,2%), é stato realizzato
utilizzando un foglio di lavoro nel quale per ogni soggetto sono stati riportati di seguito i dati sociodemografici, quelli inerenti la comorbidita, |e valutazioni
preoperatorie, quelle intraoperatorie e quelle postoperatorie. Tra i dati preoperatori sono state considerate le valutazioni cognitive, affettive e funzionali; tra quelle
intraoperatorie la tecnica anestesiologica con i relativi protocolli, ma anche le perdite ematiche, postoperatorie sono state inserite quellerelative alla severita del
delirium. Un ulteriore passo € stato quello utilizzare i punteggi di cut-off degli strumenti al fine di costruire delle categorie che sono state poi utilizzate per le analisi
di regressione. La presenza del delirium é stata utilizzata come variabile di raggruppamento al fine di effettuare I'analisi di confronto di medie, mediane e mode a
seconda della diversa tipologia di scala disponibile. Questa modalita di gestione del database ha permesso anche di svolgere delle esplorazioni successive utili per
I'individuazione della bonta del modello migliore per identificarei fattori di rischio. 47 pazienti (il 13.2% dei ricoveri) hanno sviluppato Delirio Post-Operatorio
(POD). L'episodio di POD si e verificato in 19 pazienti (40% dei pazienti che hanno sviluppato POD) in seconda giornata postoperatoria e in 12 pazienti (26% dei
pazienti che hanno sviluppato POD) in terza giornata postoperatoria. Dei 207 ricoveri in regime di chirurgia d'urgenza, POD e stato registrato in 37 casi (17.9%),
con incidenza maggiore rispetto ai casi di delirio (10%) registrati trai pazienti ricoverati in regime di elezione (150 ricoveri; p = 0.003). In merito alla severita del
POD, il punteggio medio DRSregistrato e stato 16.6 ( intervallo: 9-24). Relativamente alla tipologia di POD registrato, & stato registrato un POD iperattivo in 26
cas (55%), ipoattivo in 12 casi (26%) e misto in 9 (19%). Sono stati analizzate le due popolazioni in studio, la popolazione dei 47 ricoveri che hanno sviluppato POD
ela popolazione del restanti 310 ricoveri che hanno costituito il gruppo controllo e sono stati analizzati e individuati i fattori di rischio ei parametri che correlano
significativamente con lo sviluppo di POD, costituiti da: eta, assunzione pre-operatoria di farmaci nitroderivati, CIRS, SPSMQ, HADS, ADL, glicemia, intervento
operatorio in regime d'urgenza, trasfusioni perioperatorie di emoderivati e assunzione di oppiacei. Queste variabili sono risultate significativamente correlate
all'insorgenza di POD all'analisi statistica univariata. | seguenti parametri sono risultati significativamente correlati all'insorgenza di POD anche all'analis
statistica multivariata: eta>75 aa, CIRS>8, iper- o ipoglicemia preoperatoria, HADS >/=15, SPSMQ. La degenza ospedaliera media é stata 21 gg (1-75 gg) per i
pazienti affetti da POD rispetto agli 8 gg (1-79 gg) per | pazienti del gruppo controllo (p<0.001). Il tasso di mortalita per i pazienti affetti da POD érisultato
significativamente piu alto (9 casi su 47: 19%) rispetto al tasso di mortalita nel gruppo controllo (26 casi su 310: 8.4%; p=0.021). S e effettuato il follow-up a
distanza di 12 e 24 mesi dalla dsmissione, utilizzando sia i registri di mortalita sia I'intervista telefonico e raccogliendo i dati a distanza in merito alla mortalita (intra
e post ospedalizzazione) alla condizione cognitiva, affettiva e di morbilita attraverso la somministrazione telefonico dello SPMSQ, HADS e CIRS. Sono state inoltre
raccolte informazioni in merito ad eventuale sviluppo di patologie neurodegenerative in particolare la demenza.

| dati preliminari delle analisi hanno mostrato che le persone che hanno sviluppato delirium post-operatorio hanno maggiore probabilita di decesso ad un anno
rispetto a quelli che non I'hanno sviluppato (46,80% contro 19,70%). Questa ricerca ha portato alla realizzazione di un importante DATABASE costituito
dall'inserimento dei dati provenienti da 351 soggetti (di questi 47 hanno sviluppato il delirium ossia il 13,2%), utilizzando un foglio di lavoro nel quale per ogni
soggetto sono stati riportati i dati sociodemografici, quelli inerenti la comorbidita, le valutazioni preoperatorie, quelle intraoperatorie e quelle postoperatorie. | dati
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sono stati analizzati e pubblicati in una prestigiosa rivista internazional e quale British Journal of Surgery (Ansaloni et al., Risk factors and incidence of postoperative
deliriumin elderly patients after elective and emergency surgery. 2010 Feb;97:273-80). Le variabili significativamente associate al DPO sono state: eta superiore a
75 anni, presenza di comorbidita, lieve deficit cognitivo pre-operatorio, presenza di sintomi psicopatologici (ansia e depressione) e alterazione nell'assetto della
glicemia. S vede |'opportunita di disegnare un modello predittivo di rischio basato sui fattori significativi nella multivariata, che faciliti I' individuazione dei pazienti
arischio al fine di metterein atto le azioni di prevenzione consigliate dalla letteratura.

Sulle premesse individuate dal suddetto protocollo di studio & stata effettuata una revisione sistematica tesa ad individuare il corretto management perioperatorio dei
pazienti affetti da M. Alzheimer candidati ad intervento chirurgico. L'incrementato rischio di sviluppare POD proprio di questa coorte di pazienti, legato alla
comorbidita di base e all'eta avanzata, implica la necessita di approntare una strategia perioperatoria che tenga conto delle variabili significativamente correlate
allo sviluppo di POD individuate nel protocollo di studio precedentemente elencato e che si proponga di indagare le variabili perioperatorie responsabili di un
aggravamento della malattia di base-M. Alzheimer- e della comparsa di POCD (disturbi cognitivi postoperatori) di cui il POD costituisce una sottoclasse. L'impatto
anestesiologico, chirurgico e assistenziale su questa categoria di pazienti € Spesso misconosciuto o trascurato e, ove esistano algoritmi di management
perioperatorio, risultano spesso discordanti tra loro solo parzialmente sotto il controllo della comunita scientifica.

Negli studi del gruppo di Roma sono stati studiati principalmentei ruoli svolti dai farmaci anestetici inalatori (sevoflurane e desflurane) e endovenosi (propofol) nel
determinare lo sviluppo di demenza tipo Alzheimer, di disfunzione cognitiva postoperatoria e di delirio. E' stato inoltre valutato il recupero cognitivo dei pazienti
sottoposti ad anestesia bilanciata con sevoflurano e dei pazienti sottoposti ad anestesia bilanciata con desflurano ed il ruolo che tali anestetici svolgono nello
sviluppo di alterazioni della sfera affettiva (ansia e depressione).

Recupero cognitivo postoperatorio: In uno studio eseguito & stato osservato che nei pazienti in sovrappeso e obesi sottoposti a craniotomia per |'asportazione di
lesioni cerebrali sopratentoriali la funzione cognitiva postoperatoria precoce € recuperata in tempi piu brevi dopo anestesia bilanciata con desflurano rispetto
all'anestesia bilanciata basata sull'utilizzo di sevoflurano. Infatti, nei pazienti che sono sotttoposti ad anestesia bilanciata con desflurano, i test che valutavano le
funzioni neurocognitive (Short Orientation Memory Concentration-SOMCT- e Rancho Los Amigos Scale-RLAS) ritornano ai valori basali dopo 30 minuti dal
risveglio mentre in pazienti sottoposti ad anestesia bilanciata con sevoflurano tali test tornano a valori basali dopo 45 minuti. L'importanza clinica di questa
differenza nel recupero cognitivo é rafforzata dal simile andamento delle modificazioni dei gas respiratori (CO2 e O2). Infatti nei pazienti che ricevono anestesia
bilanciata con desflurano i valori di paCO2 e di PH tornano entro i range di normalita biologica entro 30 minuti.

Inoltre abbiamo osservato chei pazienti obesi 0 in sovrappeso presentavano un maggior rischio di desaturazone postoperatoria nonostante il supplemento di
ossigeno che veniva fornito a tali pazienti. Gli episodi ipossici ed ipercapnici inducono vasodilatazione cerebrale ed iperemia che sono particolarmente svantaggiose
poiche potrebbero determinare disfunzioni postoperatorie precoci soprattutto in pazienti in sovrappeso, obesi e anziani. La disfunzione cognitiva postoperatoria pud
complicareil corso postoperatorio provocando risposte alterate ai test neuropsicologici che si manifestano con perdita di memoria, deficit psicomotori, demenza,
delirio o depressione, difficolta nella coordinazione fine, peggioramento delle funzioni cognitive superiori. | deficit cognitivi sono generalmente transitori e
scompaiono nel giro di qualche ora o di giorni; tuttavia in una percentuale variabile di pazienti tale disfunzione puo persistere per settimane 0 mesi successivi
all'anestesia e alcuni di questi‘ultimi casi vanno in contro ad un progressivo deterioramento delle funzioni cognitive. Per tali motivi I'utilizzo degli anestetici ad
azionerapida e di farmaci analgesici (soprattutto in pazienti obesi, anziani, alcolisti, ipossici o ipercapnici sottoposti in ipotensione controllata intraoperatoria) puo
contribuire allo sviluppo di deficit cognitivi.

- Recupero cognitivo postoperatorio e delirio postoperatorio: E' a tutt'oggi in corso uno studio che valuta lo sviluppo di disfunzone cognitiva postoperatorio dopo
anestesia totalmente endovenosa con propofol / fentanil o anestesia bilanciata con desflurano / fentanil o anestesia bilanciata sevoflurano / fentanil in pazienti con
eta maggiore di 65 anni. In tale studio sono stati arruolato pazienti sottoposti a chirurgia non cardiaca e non cerebrale e randomizzati in tre gruppi di studio diversi
per protocollo anestesiologico. Scopo primario di questo studio é di valutare I'incidenza delle disfunzioni cognitive postoperatorie dopo anestesia generale con
tecnica totalmente endovenosa (propofol + fentanyl) o bilanciata (desflurano + fentanyl; sevoflurano + fentanyl), in pazienti con eta maggiore di 65 anni, non
premedicati e sottoposti a chirurgia spinale.

3) Diffusione e disseminazione dei risultati dellaricerca:

- | risultati della ricerca vengono e continueranno ad essere diffusi alla comunita scientifica sia nazionale che internazionali attraverso siti web dedicati, in lingua
italiana (www.infoanestesia.it ) ed in lingua inglese (www.infoanesthesia.com) per la durata di almeno anni 3 dalla conclusione del progetto PRIN. Sui siti web &
assicurato il libero accesso ai lettori in generale e ai medici.

- Meetings. Per assicurare una diffusione capillare a livello nazionale ed internazionale, i risultati della ricerca sono stato oggetto di relazione e di tavole rotondein
assise scientifiche di importanza strategica:

-Relazioni a conferenze nazionali ed internazionali in qualita di Invited Speaker (PROCEEDINGS):

a)Debate: General anesthesiain older person patients (P.K. Mandal, India and V. Fodale, Italy). 1st International Congress on Controversiesin Longevity, Health
and Aging (CoLONGY) - Barcelona, Spain, June 24-27, 2010.

b)Neurotoxicity of Anesthetics (V.Fodale). 10th Annual International Neuromeeting. Sena, May 2010.

¢))" Anesthetics promote amyloid beta peptide aggregation mimicking the molecular mechanism of Alzheimer's disease" MD Vincenzo Fodale, School of Medicine,
University of Messina - Synthetic Biology in Pharma Conference March 30-31, 2010 at The Wellcome Trust Conference Centre, Cambridge, UK

d)Interactions anesthetics-Alzheimer's Disease: Italian PRIN PROJECT - Objectives and preliminar results. (Vincenzo Fodale, Letterio B. Santamaria, Rosa G, Di
Nino, Bilotta F). 10th Congress of the World Federation of Societies of Intensive and Critical Care Medicine. 62° Congresso Nazionale Societa Italiana di Anestesia,
Analgesia Rianimazione e Terapia Intensiva. Florence, August 28 - September 1, 2009.

e)La neurotossicita degli anestetici generali: Riflessi clinici in anestesiologia. 62° Congresso Nazionale Societa Italiana di Anestesia, Analgesia Rianimazione e
Terapia Intensiva. Palermo dal 14 al 17 ottobre 2008.

ELEMENTI ORIGINALI ED INNOVATIVI DELLA RICERCA EFFETTUATA:

- Nuovo punto di vista sull'origine delle disfunzioni cognitive postoperatorie;

- Nuova e originale conoscenza sulle proprieta dei farmaci dell'anestesia relativamente alle loro capacita di interagire con I'amiloide beta peptide (Abeta), marker
della malattia di Alzheimer, e di aggregarla ssmulando i meccanismi eziopatogenetici della malattia neurodegenerativa.

- Scoperta del meccanismo mediante il quale awiene I'interazione anestetici-Abeta e la conseguente oligomerizzazione.

- Scoperta delle caratteristiche possedute dal singolo anestetico e che attivano il processo di aggregazione della Abeta.

- Valutazione dell'impatto clinico della disfunzione cognitiva postoperatoria sulla durata del ricovero clinico e sull'outcome del paziente.

12. Problemi riscontrati nel corso dellaricerca

Gli studi sono stati condotti in collaborazione con il laboratorio del Department of Psychiatry - University of Pittsburgh Medical Center - Pittsburgh, PA, USA,
coordinati dal Prof. Pravat K. Mandal che ha messo a disposizione e speciali apparecchiature necessarie. |l Prof. Mandal si € successivamente trasferito dal
laboratorio di Pittsburgh (USA) al National Brain Research Institute, Govt. of India (Dept. of Biotechnology),Manesar (India). Dunquei primi studi, iniziati negli
Sati Uniti, sono continuati presso la nuova sedein India.

13. Risor se umane complessivamente ed effettivamente impegnate (da consuntivo)

(mesi
uomo)
TOTALE
da personale universitario 72
altro personale 101
Personale a contratto a carico del PRIN 2007 0




14. Modalita di svolgimento (dati complessivi)

Par tecipazioni a convegni:

Gia Da Descrizione
svolti svolgere
(numero) | (numero)
inltalia 1 1 La neurotossicita degli anestetici generali: Riflessi clinici in anestesiologia. 62° Congresso Nazionale Societa
Italiana di Anestesia, Analgesia Rianimazione e Terapia Intensiva. Palermo dal 14 al 17 ottobre 2008.
all'estero 4 2 Debate: General anesthesia in older person patients (P.K. Mandal, India and V. Fodale, Italy). 1st International
Congress on Controversiesin Longevity, Health and Aging (CoLONGY) - Barcelona, Spain, June 24-27, 2010.
b)Neurotoxicity of Anesthetics (V.Fodale). 10th Annual International Neuromeeting. Sena, May 2010.
¢)" Anesthetics promote amyloid beta peptide aggregation mimicking the molecular mechanism of Alzheimer's
disease" MD Vincenzo Fodale, School of Medicine, University of Messina - Synthetic Biology in Pharma
Conference March 30-31, 2010 at The Wellcome Trust Conference Centre, Cambridge, UK
d)Interactions anesthetics-Alzheimer's Disease: Italian PRIN PROJECT - Objectives and preliminar results.
(Vincenzo Fodale, Letterio B. Santamaria, Rosa G, Di Nino, Bilotta F). 10th Congress of the World Federation of
Societies of Intensive and Critical Care Medicine. 62° Congresso Nazionale Societa Italiana di Anestesia,
Analgesia Rianimazione e Terapia Intensiva. Florence, August 28 - September 1, 2009.
TOTALE 5 3

Per ogni campo di testo max 8.000 caratteri spazi inclusi

Articoli pertinenti pubblicati:

con referee
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