PROTOCOLLO DI RICERCA:
Efficacia della mild hyperbaric oxygen therapy su bambini affetti da autismo

Ossigeno terapia iperbarica (mHBOT) ed Autismo

Premessa

L’autismo ¢ un disordine del neuro-sviluppo che colpisce circa 1 individuo su 150 negli Stati Uniti.[1]
Inoltre, tre studi epidemiologici di assoluta attendibilita, mostrano come i casi di autismo sono
aumentati negli ultimi anni [6-8].

L’autismo ¢ caratterizzato da difficolta nell’interazione sociale, nella comunicazione, e si manifesta con
comportamenti ristretti e stereotipati [2].

Le conoscenze attuali sulla patofisiologia dell'autismo hanno indotto alcuni ricercatori a ritenere che
I’HBOT possa determinare miglioramenti nei soggetti con autismo [10,11,11a]. Molti studi
evidenziano che alcuni soggetti con autismo presentano ipoperfusione cerebrale[33-35],
neuroinfiammazione [36-38], infiammazione intestinale[39,40].

L’HBOT puo migliorare alcuni di questi problemi migliorando 1’ipoperfusione cerebrale[17,21,31,41]
e facendo diminuire I'inflammazione del sistema nervoso e l'infiammazione intestinale[42-47]. Per tale
motivo, dati gli iniziali incoraggianti risultati non pubblicati ottenuti da numerosi medici americani,
I'HBOT si sta imponendo in campo internazionale, sotto grande pressione dei genitori e delle
associazione di genitori, come trattamento empirico degli aspetti infiammatori connessi all'autismo
anche in presenza ancora di poche evidenze di studi scientifici pubblicati che ne confermino I'efficacia.
[10,11,114a] .

Tradizionalmente, I'HBOT prevede la somministrazione di ossigeno ad una concentrazione del 100% e
ad una pressione maggiore a 1 atmosfera (ATM) in una camera pressurizzata [12]. Molte prescrizioni
di HBOT arrivano a superare anche le 2 ATM. Pressioni maggiori a 2 ATM vengono utilizzate ad
esempio in casi di avvelenamento da monossido di carbonio o per migliorare problemi
respiratori[12,13].

Alcuni studi hanno dimostrato che 1’utilizzo di ossigeno sembra migliorare le funzione neurologiche. In
uno studio in doppio cieco con placebo, la somministrazione di ossigeno a giovani adulti sani, messi a
confronto con altri giovani adulti che respiravano solamente aria all’interno di una stanza, ha
dimostrato che 1’ossigeno migliora le performance cognitive, oltre a migliorare 1’attenzione, i tempi di
reazione e di risposta [14].

In pazienti piu vecchi, ’'HBOT a 2,5 ATM e 100% di ossigeno , a differenza del gruppo di controllo ha
determinato miglioramenti nelle funzioni cognitive, compresa la memoria[15]. In seguito a questi
risultati, alcuni ricercatori hanno provato ad utilizzare ’HBOT per trattare alcuni disordini neurologici
quali il danno cerebrale traumatico e cronico [16-22] cosi come la sindrome alcolica fetale[23] e sono
stati registrati miglioramenti in entrambe le tipologie di pazienti.

Inoltre, in uno studio su cavie con danno cerebrale, il trattamento con HBOT a 1,5 ATM e 100% di
ossigeno, messo a confronto con 1’utilizzo di camera normobarica, ha rilevato miglioramenti sia
nell’apprendimento spaziale, sia nella memoria[24].

Altri studi, utilizzando HBOT alla stessa pressione, hanno dimostrato miglioramenti in alcuni pazienti
con paralisi cerebrale (CP) [25-28] ed in alcuni casi con risultati davvero sorprendenti[29].

E importante notare che alcuni di questi studi[16,21-24,26] hanno utilizzato bassa pressione iperbarica
(1,5 ATM o meno) rispetto alla pressione normalmente utilizzata per la maggior parte delle prescrizioni
cliniche[13].

Alla luce di queste prime esperienze cliniche, alcuni medici hanno somministrato bassa pressione
iperbarica (da 1,3 a 1,5 ATM) a soggetti autistici, con una concentrazione di ossigeno variabile tra il
21% e il 100% manifestando miglioramenti significativi in entrambi i gruppi nelle scale cliniche



utilizzate [10,11a, 31]. In particolare il recente studio di Rossignol et al. ha evidenziato che il
trattamento con HBOT sia a 1,3 ATM al 24% di ossigeno sia a 1,3 ATM e 1,5 ATM e 100% di
ossigeno nei bambini affetti da autismo sottoposti a cicli di 40 sedute da 45 minuti l'una, determina
significativi miglioramenti sia degli aspetti clinici, sia dei parametri inflammatori [11a].

Heuser et al. hanno trattato un bambino di 4 anni con autismo utilizzando 1,3 ATM e 24% di
concentrazione di ossigeno osservando “grossi miglioramenti nel comportamento, nella memoria e
nelle funzioni cognitive” dopo solo 10 sedute. Questo bambino ha inoltre ottenuto miglioramenti nella
sua condizione di ipoperfusione cerebrale secondo le misurazioni fatte con la SPECT prima e dopo i
trattamenti[31]. Un’altra serie di casi ha evidenziato miglioramenti in 6 bambini con autismo
utilizzando pressione a 1,3 ATM al 100% di ossigeno.[10].

L’HBOT ¢ di solito definito sicuro per i bambini, anche a 2 ATM per 2 ore al giorno [32] anche se ¢
stata sollevato il dubbio che ’HBOT possa aumentare lo stress ossidativo attraverso la formazione dei
ROS o specie reattive dell'ossigeno[48]. Questa valutazione risulta particolarmente importante se si
tiene conto del fatto che alcuni soggetti affetti da autismo gia presentano un elevato stress ossidativo
[49] che include bassi livelli di glutatione nel siero [50,51], diminuzione dell’attivita di alcuni enzimi
quali la superossido dismutasi (SOD)[52], glutatione perossidasi[52], catalasi[53] e paraoxonasi, un
enzima che previene ’ossidazione lipidica e inattiva agenti tossici organofosforici nell'uvomo [54].
Alcuni bambini con autismo mostrano un aumento della perossidazione lipidica [53,55,56] che si
manifesta con l'aumento del malondialdeide, un indicatore di stress ossidativo e di perossidazione
lipidica [57].

In letteratura medica si parla di possibile stress ossidativo in seguito a HBOT, ma sembra essere solo
una preoccupazione se si utilizzano pressioni inferiori a 2,0 ATM. [58].

Di fatto, secondo alcuni studi l'utilizzo prolungato e ripetuto del’HBOT sommistrato a meno di 2,0
ATM fa diminuire lo stress ossidativo [59-61] attraverso la diminuzione della perossidazione lipidica
[62] e il ribilanciamaneto dell’attivita degli enzimi antiossidanti incluso la SOD[60,63], glutatione
perossidasi[64], la catalasi[65], ’enzima paraoxonasi[62,66]. Nello studio di Rossignol et al. gia citato
in precedenza [11a] in cui sono stati misurati i livelli di Glutatione libero ed il rapporto tra Glutatione
ossidato e ridotto nei soggetti con autismo prima e dopo I'HBOT, non é stato riscontrato un alcun
peggioramento del profilo ossidativo a termine del trattamento.

Recentemente Ghanizadeh ha concluso un interessante review sistematica dei trials randomizzati
effettuati per provare 1’efficacia di HBOT nei bambini autistici, suggerendo di effettuare studi sham-
controllati con una rigorosa metodologia per accertare il possibile beneficio di tale terapia [82].

Scopo dello studio

In base ai primi risultati incoraggianti apparsi recentemente in letteratura il seguente studio si prefigge
I'obiettivo di verificare I'efficacia della terapia iperbarica a 1,5 ATM alla concentrazione di ossigeno
del 100% nei bambini affetti da Autismo sia sul piano clinico, che su quello neurocognitivo. Sara
valutata la differenza tra prima e dopo i quaranta trattamenti nei singoli gruppi e se esiste una
differenza tra il gruppo “Ossigeno” e quello di controllo.

Nello specifico lo studio si propone di misurare 1’efficacia del’HBOT nei pazienti autistici valutando
le modificazioni sia sul piano clinico comportamentale come end-point principale (ABC,CGI, CARS),
sia sul piano clinico-cognitivo come end-point secondario attraverso test neurocognitivi (LIPS-R)
prima e dopo il trattamento. E’ uno studio prospettico double-blind placebo-controlled. In tal senso si
assegnera il paziente al gruppo di trattamento in modo cieco. La ABC viene somministrata prima di
iniziare lo studio (baseline scores) e immediatamente dopo ogni batteria di trattamento. Punteggi piu
bassi di ABC indicano minor severita di autismo. La CGI dimostrera tra prima e dopo il trattamento
che una buona risposta al trattamento verra adottata dal medico quando lo score corrispondera a
"very much improved" o "much improved". La scala di CARS fornira [’indice di gravita della



manifestazione del sintomo (da assente=1 a grave espressione=4). Le singole scale sono infine
sommate per ottenere un punteggio totale. Il punteggio di 30 rappresenta il limite minimo per definire
la diagnosi di Autismo.

Materiali e Metodi

Lo studio prevede il reclutamento di 43 soggetti di eta compresa tra i 4 e i 12 anni, con fine del
reclutamento previsto per il 7 febbraio 2016.

Tultti i partecipanti devono avere diagnosi di autismo ricevuta dal pediatra inviante e confermata da uno
stesso neuropsichiatra infantile partecipante allo studio ed in accordo con i criteri diagnostici del DSM
IV[2].

I bambini con Disturbo Pervasivo dello Sviluppo o Disturbo Pervasivo dello Sviluppo Non Altrimenti
Specificato o Asperger saranno esclusi da questo studio.

Definizioni e Caratteristiche dell'Autismo (dal D.S.M. 1V)
La diagnosi di disturbo autistico, secondo i criteri del DSM-1V, viene effettuata sulla base della
presenza contemporanea di una serie di sintomi, in diverse aree comportamentali della persona.

E' importante capire che questi criteri si riferiscono a compromissioni nella qualita delle interazioni, e
non alla loro assoluta assenza. Per esempio il linguaggio puo variare dalla totale mancanza fino al
parlare con frasi dettagliate e grammaticalmente corrette, che, malgrado tutto, rimangono ripetitive,
concrete e pedanti.

Condizioni o criteri di inclusioni.
Devono essere soddisfatti quattro requisiti:

1) La presenza di almeno 6 condizioni tra quelle elencate di seguito:
Al Marcata compromissione nell'uso di svariati comportamenti non verbali, come lo sguardo
diretto, I'espressione mimica, le posture corporee e i gesti che regolano I'interazione sociale.

A2 Incapacita di sviluppare relazioni con i coetanei adeguate al livello di sviluppo.
A3 Mancanza di ricerca spontanea nella condivisione di gioie, interessi o obiettivi con altre
persone

A4 Mancanza di reciprocita sociale ed emotiva.

Bl Ritardo o totale mancanza dello sviluppo del linguaggio parlato (non accompagnato da un
tentativo di compenso attraverso modalita alternative di comunicazione come gesti 0 mimica)

B2 In soggetti con linguaggio adeguato, marcata compromissione della capacita di iniziare o
sostenere una conversazione con altri

B3 Uso di linguaggio stereotipato e ripetitivo o linguaggio eccentrico

B4 Mancanza di giochi di simulazione vari e spontanei, o di giochi di imitazione sociale adeguati
al livello di sviluppo;

C1 Dedizione assorbente ad uno o piu tipi di interessi ristretti e stereotipati anomali o per intensita
o per focalizzazione

C2  Sottomissione del tutto rigida ad inutili abitudini o rituali specifici

C3 Manierismi motori stereotipati e ripetitivi (battere o torcere le mani o il capo, o complessi
movimenti di tutto il corpo)

C4  Persistente ed eccessivo interesse per parti di oggetti;

2) Le condizioni di cui sopra devono essere presenti almeno due dal gruppo A), e almeno una ciascuna
dai gruppi B) e C)



3) Ritardi o funzionamento anomalo in almeno una delle seguenti aree, con esordio prima dei 3 anni di
eta:

-interazione sociale,

-linguaggio usato nella comunicazione sociale,

-gioco simbolico o di immaginazione.

4) L'anomalia non & meglio attribuibile al Disturbo di Rett o al Disturbo Disintegrativo della
fanciullezza.

Criteri generici di esclusione dal trattamento di HBOT saranno la presenza di:
- Pregressi episodi di pneumotorace spontaneo e pneumotorace in atto non drenato,
- Enfisema bolloso,
- Stato di male epilettico,
- Claustrofobia,
- Patologie polmonari quali: Ascesso polmonare, cisti idatidea, tubercolosi cavitaria, BPCO
medio-grave.

- Patologie cardiovascolari di grado medio-grave:
DIFETTO DEL SETTO INTERVENTRICOLARE
DIFETTI VALVOLARI
STENOSI AORTICA CONGENITA E VALVOLA AORTICA BICUSPIDE
STENOSI DELLA VALVOLA POLMONARE
ALTRI DIFETTI VALVOLARI
COARTAZIONE AORTICA
CARDIOPATIE CIANOGENE E ALTRE CARDIOPATIE COMPLESSE
TETRALOGIA DI FALLOT
TRASPOSIZIONE CORRETTA DELLE GRANDI ARTERIE
CUORE UNIVENTRICOLARE

I genitori dovranno sottoscrivere un consenso informato sia per sottoporre i propri figli a trattamento
sperimentale con HBOT sia per accompagnarli ed assisterli nella camera iperbarica per tutto il tempo
del trattamento. Inoltre sara richiesta una relazione al pediatra di riferimento per ciascun paziente
riguardante la storia clinica e lo stato di salute del singolo paziente.

Durante il periodo dello studio non sara consentito iniziare nuove terapie, né di interrompere i
trattamenti in corso, compresi supplementazioni con integratori dietetici, vitaminici e/o farmaci.
L'idoneita a sottoporsi a trattamento HBOT sara valutata sia per i soggetti con autismo sia per i genitori
0 accompagnatori con ECG con visita cardiologica, Rx Torace, visita otorinolaringoiatrica per
accertare l’integrita dei seni e delle membrane timpaniche nonché escludere infezioni in atto o
escludere interventi chirurgici pregressi. Il tutto viene concluso con valutazione finale di idoneita da
parte un medico di Terapia Iperbarica.

Lo studio sara effettuato utilizzando la Camera Iperbarica della DOMUS MEDICA di RSM. La camera
iperbarica composta da 8 posti consentira il trattamento contemporaneo di 3 pazienti accompagnati da
un genitore e da un assistente sanitario che attuera un monitoraggio continuo del trattamento
dall'interno della stessa. Le valutazioni finali verranno analizzate presso il Tampa General Hospital,
Centro di studio per I’Austismo e disordini correlati, con la supervisione del prof Enrico Camporesi,
University of South Florida, Tampa USA.

Diagnosi di ingresso.
Tutti i bambini devono soddisfare i criteri DSM-IV criteria for Autistic Disorder e la diagnosi viene
rafforzata da psicologa e neuropsichiatra infantile usando la Autism Diagnostic Interview—Revised



(ADI-R) e la Autism Diagnostic Observation Schedule (ADOS), tenendo in dovuta considerazione la
relazione del pediatra inviante.

Protocollo di trattamento iperbarico a 1,5 ATA e 100% di concentrazione di 0ssigeno.

| partecipanti del gruppo di trattamento saranno sottoposti a terapia iperbarica a 1,5 ATA e 100% di
concentrazione di ossigeno in camera iperbarica multiposto. Ogni soggetto entrera in camera iperbarica
con un genitore e un accompagnatore sanitario. Il tempo di compressione per raggiungere 1,5 ATA
sara di circa 10 minuti. Durante la terapia i bambini saranno aiutati a compensare la pressione
nell’orecchio medio ingerendo liquidi, mangiando o sbadigliando. Ogni paziente indossera durante il
trattamento una maschera nel quale verra erogato ossigeno o aria.

Il bambino sara monitorato per tutto il tempo della seduta e per tutta la durata del trattamento sia dai
sanitari all'esterno sia da un assistente sanitario presente all'interno della camera, cosi come i rispettivi
genitori. Dopo 60 minuti di erogazione di ossigeno al 100%, I'erogazione di ossigeno verra interrotta, e
iniziata la decompressione che durera circa 10 minuti. Questo trattamento sara somministrato per 1
volta al giorno per 5 giorni a settimana per una durata di 60 minuti a seduta e per un totale di 40 sedute
da concludersi in 8 settimane.

Protocollo di controllo di trattamento a 1,3 ATA e 21% di concentrazione di 0ssigeno
Si seguira lo stesso schema temporale e qualitativo di trattamento.

Valutazione clinico-comportamentale

Baseline precedente alla prima seduta di camera iperbarica, quindi una volta finite le 40 sedute di
trattamento, ed in seguito ad un mese dalla fine del trattamento i soggetti saranno sottoposti a test
neuropsicologici e clinico diagnostici.

| punteggi pre-trattamento e post-trattamento saranno calcolati per ogni soggetto utilizzando le seguenti
scale di valutazione clinica:

- ABC (Aberrant Behavior Checklist-Community) basata su una valutazione dei genitori;

- CGI (Clinical Global Impression—-Improvement) basata su tutore e medico;

- CARS (Baseline Childhood Autism Rating Scale) basata su medico neuropsichiatra.

La ABC ¢ un questionario con 58-item che misura comunicazione, interazione reciproca sociale, gioco
e comportamenti stereotipati. £’ usato per valutare [’efficacia di interventi terapeutici e la sua
valutazione va da uno score di 0 ("not at all a problem™) a 3 ("problem is severe in degree”). Per
questo studio lo score totale viene calcolato in 5 subscales: irritabilita, letargia, stereotipia,
iperattivita e linguaggio inappropriato. La ABC viene somministrata prima di iniziare lo studio
(baseline scores) e immediatamente dopo ogni batteria di trattamento. Punteggi piu bassi di ABC
indicano minor severita di autismo.

La CGI viene effettuata da un tutore e dal medico valutatore, seguendo i criteri: 1 ("very much
improved™), 2 ("much improved"), 3 ("minimally improved"), 4 ('no change™), 5 ("minimally worse"), 6
("much worse"), and 7 ("very much worse"). Buona risposta al trattamento verra adottata dal medico
quando lo score corrispondera a "very much improved" o "much improved".

| parametri valutati: receptive language, expressive language, sleep pattern, attention span, activity
level, bowel movement pattern, self-stimulatory behavior, social awareness/alertness, social
interaction, play skills, self-injurious behavior, eye contact, mood, anxiety level, aggression, general
health, gross motor skills, e fine motor skills.



La CARS ¢ uno dei test piu ampiamente standardizzato ed utilizzato per individuare sia la diagnosi di
Autismo sia la gravita del disturbo [81]. E' somministrabile ai bambini a partire dai due anni di eta. E
costituito da 15 differenti item che descrivono dettagliatamente caratteristiche cruciali per la diagnosi.
A ciascuna delle 15 scale viene assegnato un punteggio a 4 punti da 1 a 4 in base alla gravita della
manifestazione del sintomo (da assente=1 a grave espressione=4). Le singole scale sono infine
sommate per ottenere un punteggio totale. Il punteggio di 30 rappresenta il limite minimo per definire
la diagnosi di Autismo.

Il risultato iniziale dell’ABC, del CGI e del CARS verra confrontato col risultato alla fine delle
quaranta sessioni di trattamento.

Valutazione Neuropsicologica
Per valutare le modificazioni delle funzioni cognitive in base al trattamento saranno utilizzate le
seguenti scale somministrate prima e dopo il trattamento:

- Leiter International Performance Scale — Revised (LIPS-R)

La LIPS-R o Leiter-R & una scala completamente non verbale, che non richiede comunicazione verbale
fra esaminatore e soggetto, né che quest'ultimo legga o scriva qualcosa. E quindi particolarmente adatta
per bambini ed adolescenti con ritardo cognitivo e con disturbi verbali. Si somministra come un gioco,
cosa che la rende divertente per i bambini, e lo scoring e effettuato in modo semplice e veloce. A
differenza dei tradizionali test del QI, la Leiter-R pone I'accento sull'intelligenza fluida, che e la misura
piu vera dell'intelligenza innata di un individuo; essa & quindi meno soggetta ad influenze culturali,
sociali od educative. La Leiter-R consiste in due batterie standardizzate: Visualizzazione e
Ragionamento (VR), costituita da 10 subtest per la misura di capacita cognitive non verbali legate alla
visualizzazione, alle abilita spaziali e al ragionamento; Attenzione e Memoria (AM), costituita
anch'essa da 10 subtest. Sono incluse inoltre quattro scale di livello (per I'esaminatore, per il genitore,
di autovalutazione e per l'insegnante), che permettono un'osservazione multidimensionale del
comportamento del soggetto. Le due batterie possono essere somministrate assieme (per un totale di
circa 90") o separatamente. Ambedue permettono di ottenere punteggi "di crescita”, non standardizzati
con l'eta, che misurano piccoli, ma importanti miglioramenti in soggetti con gravi deficit cognitivi, in
modo che sia possibile monitorarne nel tempo i progressi.

Randomizzazione

Di 43 bambini da arruolare nello studio, 22 sono disposti random nel gruppo di trattamento e 21
randomizzati nel gruppo di controllo. Si usera una randomizzazione a blocchi per eta e genere [82]
generata da un apposito software ( GraphPad Prism version 6.00 for Windows, GraphPad Software,
San Diego, CA). La distribuzione dei soggetti nei due diversi gruppi di trattamento rimarra ignota a
tutti: investigatori, partecipanti, genitori, assistenti e medici. Solo il tecnico iperbarico, che cambiera
per ogni trattamento, conoscera la sistemazione di quella singola seduta di trattamento. Il suddetto
tecnico sara opportunamente erudito sul non far menzione con nessuno dei dati che osservera durante
il trattamento. Dopo la conclusione della randomizzazione, i genitori dei due gruppi saranno sorvegliati
e controllati per verificare la loro capacita nel riconoscere in che gruppo e stato assegnato il proprio
bambino.

Analisi statistica

La valutazione di omogeneita tra il gruppo di trattamento ed il gruppo controllo sara effettuata con il
test X2 e t-student. Per il calcolo della numerosita abbiamo utilizzato i dati presenti in letteratura (84).



Per raggiungere un potenza dell'80% é stato calcolato (tramite G*Power 3), usando il dato piu
conservativo del Cohen's d tra 0.44 e 0.77, una numerosita minima di 43 bambini. Si usera un test two
way ANOVA per misure ripetute (time x treatment) con un alfa a 0,05.

Valutazione della sicurezza del trattamento

In ordine decrescente, gli effetti collaterali piu comunemente riscontrati durante la somministrazione di
HBOT sono stati: barotrauma (2%), schiacciamento dei seni nasali, otite sierosa, claustrofobia, miopia
reversibile e insorgenza di crisi epilettiche (1-3 su 10.000 )[12].

Prima di iniziare lo studio, ogni bambino sara sottoposto a visita da parte di un medico di Terapia
Iperbarica per valutarne l'idoneita, da un neuropsichiatra infantile, da una psicologa. Durante il
trattamento, un genitore e un assistente sanitario entreranno nella camera iperbarica insieme ad ognuno
dei bambini. Durante il trattamento, i bambini saranno monitorati dall’esterno accuratamente
dall’operatore di camera iperbarica e dal medico anestesista e/o iperbarico tenendo conto di qualsiasi
segno di dolore all’orecchio, ed anche i genitori saranno istruiti su come riconoscere il dolore
all’orecchio proprio e del loro bambino. Le norme di sicurezza per le operazioni della camera
iperbarica rispondono ai requisiti imposti dalla legislazione vigente.
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