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1. Introduzione

Nel dicembre 2019, € emersa a Wuhan, in Cina, una nuova infezione da coronavirus
umano!’. A differenza dei precedenti coronavirus SARS-CoV-1 e MERS-CoV, che avevano
avuto una diffusione ridotta, il nuovo SARS-CoV-2 (severe acute respiratory syndrome-
coronavirus type 2), agente eziologico del COVID-19 (coronavirus disease-2019), si &
rapidamente diffuso in tutto il mondo fino a generare una vera e propria pandemia
(dichiarata tale dall'OMS I'11 marzo 2020?).

L'epidemia, tuttora in corso, ha finora interessato piu di 170.000.000 di persone, causando
oltre 3.500.000 morti nel mondo®, principalmente per insufficienza respiratoria, con un
tasso di letalita del 2% per quanto riguarda i casi ufficialmente noti e stimato attorno allo
0,68% se si considera la totalita dei soggetti infettati.

Sembra che l'infezione da SARS-CoV-2 sia asintomatica o molto lieve in circa I'80% dei
casi (soprattutto in bambini e giovani adulti), mentre nel 20% dei casi si presenti in

maniera evidente e con diversi gradi di gravita®©.

| coronavirus, che sono dotati di pericapside e sono piuttosto grandi (hanno un diametro
approssimativo di 100 nm), devono il loro nome alla forma che presentano al microscopio
elettronico, che ricorda una corona. Essi infettano varie specie animali e fanno parte della
famiglia dei Coronaviridae, che contiene 4 distinti generi: Alfa-, Beta-, Gamma- e Delta-
coronavirus.

Sono virus a RNA a singolo filamento positivo (Positive-strand RNA viruses)(+ssRNA) e
hanno il piu grande genoma di tutti i virus a RNA, circa 30 kilobasi. L'intera sequenza di
SARS-CoV-2 & stata pubblicata il 7 gennaio 2020, rivelandolo essere un [3-coronavirus,
cosi come SARS-CoV-1, MERS-CoV e i coronavirus umani che causano circa il 15% delle

naso-faringiti virali acute (il comunemente noto "raffreddore")®®.

| coronavirus hanno gia causato in passato delle epidemie. La prima, causata da SARS-
CoV-1, scoppio in Cina nel 2003 e colpi circa 8000 persone, con una mortalita del 10%. La
seconda inizid nel 2012 in Arabia Saudita, causata da MERS-CoV, che infettd 2500
persone con una mortalita del 35%®.

L'RNA di SARS-CoV-2 ha un'analogia dell'80% con SARS-CoV-1, ma del 96% con un
coronavirus dei pipistrelli e del 92% con un coronavirus del pangolino, suggerendo la sua

origine animale®.



SARS-CoV-2 entra nelle cellule ospiti grazie al legame della sua proteina spike col
recettore cellulare ACE2 (angiotensin converting enzyme 2)(stesso recettore a cui si lega
SARS-CoV-1) ed al successivo clivaggio proteolitico della stessa da parte della proteasi
transmembrana TMPRSS2¢).

ACE2 é abbondantemente espresso nelle cellule alveolari polmonari (tipo | e tipo Il), ma
anche in cellule presenti in altri tessuti tra cui il tratto digestivo (enterociti del piccolo
intestino e cellule muscolari lisce di tutto il tratto), I'endotelio (arterioso e venoso), la

corteccia cerebrale, il rene, le vie biliari, il testicolo e le ghiandole surrenali®”.

Fig. 1“7 SARS-CoV-2 visto al microscopio elettronico.

In questro scritto illustreremo le manifestazioni neurologiche dell'infezione da SARS-CoV-
2, sia acute che a lungo termine, finora descritte in letteratura, concentrandoci anche sulla
loro possibile patogenesi.

Mostreremo poi i risultati del nostro studio, volto a comprendere l'incidenza e la gravita
percepita di astenia, depressione e deficit mnesici nei pazienti guariti dal COVID-19.

Nel nostro studio sono state analizzate due popolazioni: una composta da pazienti visitati
in follow-up presso la pneumologia dell'Ospedale Policlinico San Martino di Genova e che

non presentavano alterazioni neurologiche; l'altra formata da soggetti visitati anch'essi



presso la pneumologia e da qui inviati all'ambulatorio neurologico post-COVID-19 presso

la clinica neurologica dello stesso ospedale, in quanto affetti da manifestazioni di interesse

neurologico.
MERS.c(,
Q,&Co / I An Epidemic
M Human-to-Human
( l Transmission
Natural g
Reservoir
»
‘Q. VA
[N
> 0
(L £ ..
O S

2

DPP-4 polyprotein _L . .
o ~r ,®
k ‘ ‘ TMPRSSZ Internalization 11/111 ® =

Auto Proteolysis
of ppla/lab

Export
?,C

Translation Assembly
Non-TMPRSS2 Endoplasmic )
\ Mediated Reticulum Synthesis
Y Membrane
: h4 " fusion/release
» by X\ 3 o & Structural
] » Protein
L4 o % s @ "o \ Synthesis
 § i * o
L Y % ® <
*de © ’ viral RNA « 1.0 Y
Endosome ® GBS (N L3
%

Fig.2“™  Ciclo vitale dei coronavirus.



2. NeuroCOVID: manifestazioni neurologiche dell'infezione da SARS-
CoV-2689)

2.1. Evidenze da altri virus respiratori

Sia nella SARS che nella MERS sono state riportate manifestazioni neurologiche, anche se
piuttosto rare: 1:1000 casi nella prima e 1:200 casi nella seconda.

Va detto perd che il numero totale di pazienti colpiti da queste due malattie & stato
fortunatamente molto basso (10.500 casi in totale) rispetto a COVID-19. Quindi, anche
qualora tali manifestazioni dovessero essere percentualmente rare anche in quest'ultima, la
scala dell'attuale pandemia ci fa pensare che possano riguardare un grande numero di
persone.

L'esperienza, seppur limitata, con le manifestazioni neurologiche nei pazienti colpiti da questi
coronavirus ci puo fornire una cornice in cui inquadrare le manifestazioni neurologiche da
SARS-CoV-2.

Nella SARS e nella MERS le manifestazioni neurologiche si possono dividere in tre
categorie: (1) conseguenze neurologiche dell'associata malattia polmonare e sistemica, tra
cui encefalopatia e ictus, (2) invasione diretta del sistema nervoso centrale (SNC) da parte
del virus, tra cui I'encefalite, e (3) complicazioni post-infettive e potenzialmente immuno-
mediate, tra cui la sindrome di Guillain-Barré e sue varianti e la encefalomielite acuta

disseminata (ADEM)®. Questi meccanismi sono stati proposti anche per SARS-CoV-2.

Anche il coronavirus umano OC43 (HCoV-OC43), un virus stagionale principalmente causa
di infezioni delle vie aeree, € stato associato - seppur raramente - a manifestazioni
neurologiche: due encefaliti in infanti immunodepressi (entrambe mortali)"®™ e un'ADEM in

un ragazzo di 15 anni immunocompetente'?.

Complicanze neurologiche sono state descritte anche per altri virus respiratori, in particolare
quelli influenzali. Queste includono encefalopatia acuta necrotizzante, encefalopatia acuta
infantile e leucoencefalopatia acuta emorragica®.

L'incidenza stimata di complicanze neurologiche durante la pandemia di influenza A H1N1
del 2009 ¢é stata di 1-2 per 100.000, coi bambini piu colpiti rispetto agli adulti®.

La pandemia influenzale del 1918 (la cosiddetta "spagnola") & stata associata (direttamente
o indirettamente, per esempio come fattore favorente l'infezione da parte di un secondo
virus sconosciuto) con l'encefalite letargica di Von Economo, anche se la correlazione

causale non & mai stata dimostrata®.



2.2. Presentazioni cliniche

Nella review pubblicata a luglio 2020 sul Journal of Neurology®, Chen e colleghi hanno
analizzato 92 studi riportanti casistiche di manifestazioni neurologiche del COVID-19.
Un'altra review riguardante le manifestazioni neurologiche del COVID-19 ¢ stata prodotta

da Ellul et al. e pubblicata sempre a luglio 2020 su Lancet Neurology®.

2.2.1 Manifestazioni neurologiche frequenti nel COVID-19

Cefalea e vertigini

Nella review di Chen et al. la cefalea € stata valutata in 51 studi, comprendenti 16.446
pazienti, ed & stata riportata nel 20,1% della popolazione studiata (oscillando dal 2 al
66,1%).

Le vertigini sono state valutate in 13 studi, comprendenti 2236 pazienti. Ne hanno sofferto
il 7% dei pazienti (da 2,5 a 21,4%).

Alterazioni di olfatto e gusto

Alterazioni di olfatto e gusto sono state riportate in 6 studi tra quelli valutati nella review di
Chen et al., comprendenti 906 e 846 pazienti rispettivamente.

La prima e stata riscontrata nel 59,2% dei casi, la seconda nel 50,8%.

Nel piu grande di questi studi (Lechien et al; 417 pazienti), si sono riscontrate alterazioni
dell'olfatto nell'85,6% dei pazienti e alterazioni del gusto nell'88,8%; nella maggior parte
dei casi le alterazioni si sono manifestate dopo (65,4%) o in contemporanea (22,8%) ai
sintomi riguardanti lo stato generale, I'orecchio, il naso o la gola.

Nonostante questi sintomi possano comparire in tutte le infezioni respiratorie, a causa di
rinite e congestione nasale, il fatto che si presentino anche isolati suggerisce un

coinvolgimento del nervo olfattorio.

Compromissione della coscienza

In tutto 9 studi con 2890 pazienti hanno valutato questa alterazione, che é stata osservata
nel 5,1% dei casi valutati nella review di Chen et al.

Come ci si aspetterebbe, la compromissione della coscienza & stata piu frequente nei
pazienti gravi (11,9%) rispetto a quelli lievi-moderati (3,2%), cosi come nei deceduti
(21,2%) rispetto ai guariti (1,1%).



Danno muscolare

Il danno muscolare (inteso come mialgie e aumento dei valori di creatin kinasi (CK) sopra
le 200 U/L) é stato riportato in vari studi: un lavoro cinese" svolto a Wuhan lo riporta in 23
pazienti su 214 (10,7%), con una prevalenza nei casi gravi rispetto ai non gravi (17
[19.3%] vs 6 [4.8%]; P<0,001); un altro studio"®, sempre cinese, mostra mialgie o
artralgie in 164 pazienti su 1099 (14,9%) e un aumento della creatin kinasi in 90 su 657
(13,7%), entrambe piu comuni nei casi gravi.

Uno studio austriaco"® riporta un aumento della CK nel 24% dei casi (84 pazienti su 351)
notando valori maggiori nei casi gravi ed una correlazione positiva coi valori dei markers
inflammatori. Alti valori di CK vengono riportati con frequenza simile anche in pazienti con
influenza (notando perd come in quest'ultima nei casi gravi i valori erano mediamente piu
alti rispetto al COVID-19).

Non é tuttora chiaro se l'aumento dei valori di CK sia causato da una risposta
inflammatoria scatenata dal virus oppure da tossicita muscolare diretta.

Inoltre sono stati riportati rari casi (3 in tutto) di rabdomiolisi: due con CK >10.000 U/l e
uno con CK >8.000 U/"®),



2.2.2 Manifestazioni neurologiche rare del COVID-19

Complicazioni cerebrovascolari acute

La review di Chen et al. riporta due studi: eventi cerebrovascolari acuti sono stati
riscontrati nel 2,8% dei casi (6 su 214 pazienti ospedalizzati) nello studio di Mao e colleghi;
mentre nello studio di Li et al. sono stati individuati, tra 221 pazienti, 11 ictus ischemici,
una trombosi dei seni cerebrali ed una emorragia cerebrale.

| pazienti che hanno sviluppato eventi cerebrovascolari acuti, rispetto agli altri, erano
significativamente piu anziani (71,6 vs. 52,1 anni), presentavano piu spesso forme gravi di
COVID-19 (84,6% vs 39,9%), fattori di rischio cardiovascolare come ipertensione (69,2%
vs. 22,1%) e diabete (46,2% vs 12,0%), e precedenti episodi di patologie cerebrovascolari
(23,1% vs 6,7%).

Ellul et al. riportano uno studio svolto a Milano (Lodigiani et al.) in cui nove pazienti su 388
(2,3%) hanno avuto un ictus ed uno studio olandese (Klok et al.) in cui tre pazienti su 184
ricoverati in terapia intensiva (2%) hanno avuto un ictus ischemico.

Questi pazienti erano in maggioranza sopra i 60 anni e con fattori di rischio
cardiovascolare come diabete, ipertensione, iperlipidemia e precedenti patologie vascolari.
Ciononostante sono stati descritti anche casi di eventi cerebrovascolari in pazienti piu
giovani: in un ospedale di New York sono stati ricoverati in due settimane 5 pazienti con
meno di 50 anni (33, 37, 39, 44, 49 anni; una femmina e quattro maschi) con ictus
ischemico e positivi a SARS-CoV-2, quando la media dei ricoveri per ictus di pazienti
giovani nell'anno precedente era stata di 0,73/due settimane. Di questi, due non avevano
altre manifestazioni di COVID-19; tre avevano anamnesi positiva per fattori di rischio
cardiovascolare (diabete, ipertensione, iperlipidemia), di cui uno aveva gia avuto un ictus
(non specificato se ischemico o emorragico)"”.

In tutti e cinque i casi sono stati coinvolti grossi vasi (carotide interna, arteria cerebrale

media e arteria cerebrale posteriore).

Uno studio svolto in UK"® confrontando ictus in pazienti con (86) e senza (1384) COVID-
19 riporta che nei primi gli ictus ischemici (decisamente piu frequenti rispetto a quelli
emorragici) erano piu spesso a carico di grandi vasi (17,9% vs 8,1%, p<0,03), piu gravi
(media NIHSS 8 vs 5, p<0,002), nonché associati a livelli piu alti di D-dimero (p<0,01), a

piu grave disabilita alla dimissione (media mRS 4 vs 3, p<0,0001) ed a maggiore mortalita



(19,8% vs 9,6%, p<0,0001).

Convulsioni

Sembrano essere estremamente rare, con un solo caso con liquor positivo per SARS-
CoV-2 riportato nella review di Chen et al.

Ellul et al. riportano nella loro review 7 casi di convulsioni in bambini: due senza sintomi
respiratori, ma tampone nasofaringeo positivo per SARS-CoV-2; cinque facenti parte di
una popolazione di 168 bambini ospedalizzati con COVID-19. Di questi ultimi, tre avevano
una storia di epilessia preesistente e uno aveva precedentemente avuto convulsioni
febbrili.

Meningite/encefalite

Sono stati descritti 8 casi nella review di Ellul et al.: uno con liquor positivo per SARS-CoV-
2 (in Giappone!"?), tre con liquor negativo e quattro con ricerca del virus nel liquor non
eseguita. Le manifestazioni neurologiche di questi pazienti erano tipiche dell'encefalite:
irritabilita, confusione, riduzione della coscienza, talvolta associati a convulsioni. Tre
pazienti presentavano anche rigidita nucale e uno aveva sintomi psicotici.

E particolarmente interessante il caso con liquor positivo, descritto in Giappone: un uomo
di 24 anni che ha avuto per 9 giorni astenia, febbre e faringodinia seguiti da convulsioni
generalizzate, alterazioni della coscienza e segni di coinvolgimento meningeo.

Sierologia negativa per anticorpi anti-HSV-1 e -VZV. Nel sangue: leucocitosi con
predominio dei neutrofili e relativa linfopenia; aumento della PCR. Presenti alla TAC
opacita a vetro smerigliato nel lobo superiore destro ed alle basi bilateralmente.

Alla RM cerbrale iperintensita della parete del ventricolo laterale destro (immagini pesate
in diffusione) e segnale iperintenso al lobo temporale mediale destro e all'ippocampo (T2).

Liquor trasparente e con pleiocitosi prevalentemente linfocitica.

Encefalomielite acuta disseminata (ADEM)

Nella review di Ellul et al. sono riportati due casi di ADEM, entrambe donne di mezz'eta.
La prima aveva sviluppato disfagia, disartria ed encefalopatia nove giorni dopo la
comparsa di cefalea e mialgia.

La seconda si era presentata con convulsioni e riduzione della coscienza dopo vari giorni
di anosmia ed ageusia e aveva necessitato di intubazione orotracheale per insufficienza

respiratoria.



Entrambe avevano liquor normale ed ampie aree di sostanza bianca cerebrale con
segnale iperintenso alla RM. Sono entrambe migliorate dopo la terapia, una con

immunoglobuline endovena (IVIG) e I'altra con steroidi.

Sindrome di Guillan-Barré, sindrome di Miller Fisher e polineurite craniale.

Nella review di Chang et al. sono segnalati un caso di sindrome di Guillan-Barré che ha
sviluppato i sintomi del COVID-19 durante un'ospedalizzazione (cid suggerisce
un'associazione incidentale); un caso di sindrome di Miller Fisher ed un caso di polineurite
craniale, entrambi con liquor negativo per SARS-CoV-2.

Nella review di Ellul et al. sono riportati 19 casi di sindrome di Guillan-Barré o sue varianti,
in pazienti con un eta media di 63 anni (da 23 a 77). Di questi, due avevano la variante di
Miller Fisher.

Il liquor & stato esaminato in 13 di questi pazienti e in nessuno di questi € risultato positivo
per SARS-CoV-2.

15 pazienti sono stati trattati con IVIG, 8 (tutti con Guillain-Barré classica) sono stati

trasferiti in terapia intensiva per avere supporto ventilatorio e, di questi, due sono deceduti.

Paralisi del nervo oculomotore
E stato riportato un caso di paralisi del terzo nervo cranico nella review di Chen et al., ma
la risonanza magnetica non & stata conclusiva e SARS-CoV-2 non & stato ritrovato nel

liquor del paziente.



3. Possibili vie di invasione del sistema nervoso centrale da parte di

SARS-CoV-2 e patogenesi delle manifestazioni neurologiche®

Viste le numerose manifestazioni neurolgiche del COVID-19, la comunita scientifica ha
presto iniziato ad indagare la patogenesi degli effetti che SARS-CoV-2 ha sul sistema
nervoso, cosi come le possibili vie di invasione di quest'ultimo da parte del virus.

Per chiarire del tutto questi dubbi sono sicuramente necessari ulteriori studi, ma si puo gia
iniziare a valutare in che maniera l'infezione da SARS-CoV-2 colpisca il sistema nervoso

basandosi sulle evidenze raccolte finora e sugli studi effettuati sugli altri coronavirus.
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3.1. Possibili vie di neuroinvasione di SARS-CoV-2 ed altri coronavirus

Una delle questioni piu importanti riguarda il capire se SARS-CoV-2 abbia o meno
capacita di neuroinvasione e, se si, come questa avvenga.

SARS-CoV-2, similmente a SARS-CoV-1, invade le cellule bersaglio legandosi al recettore
cellulare ACE-2 grazie alla sua proteina spike. |l sistema nervoso centrale & quindi un
possibile bersaglio di questo virus, essendo ACE-2 espresso dai neuroni e dalle cellule
gliali (astrociti, microglia ed oligodendrociti)?"(fig.3a).

Sembra che ACE-2 sia espresso in numerose regioni del sistema nervoso centrale (anche
se in misura piuttosto ridotta rispetto ai tessuti in cui € maggiormente rappresentato, cioe
polmone, tratto digerente ed endotelio), tra cui vari aree della corteccia (frontale (BA9),
giro del cingolo, giro temporale medio), plessi corioidei dei ventricoli laterali, talamo,
ipotalamo, nucleo caudato, ippocampo, vari nuclei del tronco encefalico (nuclei vestibolari,

oculomotori, dell'ipoglosso, locus coeruleus, sostanza nera) e midollo spinale®(fig.3b).

Inoltre pili studi autoptici®?*?» hanno descritto la presenza di SARS-CoV-2 nel sistema
nervoso centrale e nei nervi cranici di pazienti deceduti a seguito dell'infezione, quindi la
possibilita da parte del virus di raggiungere il sistema nervoso centrale sembra essere

accertata. Rimane da chiarire attraverso quali vie questo avvenga.

Finora sono state ipotizzate due principali vie di neuroinvasione: la via transcribiale, per
trasporto assonale retrogrado attraverso le fibre del nervo olfattivo, e la via ematogena,

attraversando la barriera ematoencefalica.

Via transcribiale

Questa via prevede la diffusione del virus a partire dall'epitelio olfattivo presente nelle
cavita nasali, dove SARS-CoV-2 entrerebbe a contatto con le fibre del nervo olfattivo. Qui,
risalirebbe le fibre per trasporto assonale retrogrado lungo i microtubuli, attraversando la
lamina cribriforme dell'etmoide e raggiungendo il bulbo olfattorio, da dove poi si
diffonderebbe al resto del sistema nervoso centrale attraverso una trasmissione
transsinaptica (fig.4a-b).

Le evidenze a supporto dell'esistenza di questa via sono numerose.

E stata osservata morte neuronale in topi transgenici per ACE-2 umano esposti a SARS-
CoV-1 per via intranasale (per mimare linfezione umana causata da esposizione a

droplets in aerosol), suggerendo una modalita di infezione attraverso il nervo olfattorio®.
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La diffusione transsinaptica & stata descritta in altri coronavirus: uno studio canadese
evidenzia la neuroinvasione attraverso il nervo olfattivo e la diffusione transsinaptica
attraverso trasporto assonale mediato dai microtubuli da parte di HCoV-OC43 nei topi®®.
L'invasione del sistema nervoso centrale attraverso nervi periferici € tipica del virus
porcino dell'encefalomielite emoagglutinante (PHEV), un B-coronavirus eslusivamente
suino che, dopo una prima replicazione nel sistema respiratorio, invade vari nuclei del
tronco encefalico risalendo in senso retrogrado i nervi cranici e da li eventualmente invade
encefalo e midollo spinale®®”.

Anche il fatto che SARS-CoV-2 causi frequentemente anosmia € un'ulteriore elemento a
favore di questa tesi: ACE-2 e TMPRSS2 sono espressi dalla cellule di sostegno
dell'epitelio olfattivo (anche se in misura minore rispetto alle cellule dell'epitelio
respiratorio) e la loro infezione potrebbe spiegare I'anosmia e rappresentare la porta di

ingresso nel sistema nervoso centrale per il virus®®29,

Via ematogena
Sono stati proposti due diversi meccanismi per mezzo dei quali SARS-CoV-2 invaderebbe

il sistema nervoso centrale attraverso la via ematogena.

Infezione endoteliale: il virus presente nel sangue pud legarsi alla proteina ACE-2
presente sulla superficie delle cellule endoteliali?” e le cellule endoteliali infette possono
trasmettere il virus agli astrociti (che sappiamo capaci di esprimere ACE-2?") con cui
prendono contatto e da qui al resto del SNC (fig.4d).

A dimostrazione della capacita di SARS-CoV-2 di infettare le cellule endoteliali &€ stata
riportata la presenza del virus (attraverso microscopia elettronica a trasmissione) in cellule
endoteliali dei capillari cerebrali in un paziente deceduto a seguito dell'infezione (il virus &
stato ritrovato anche nel tessuto cerebrale dello stesso paziente, a livello del lobo frontale,

sia mediante microscopia elettronica a trasmissione che con PCR)®?,

Infezione leucocitaria: leucociti infetti possono attraversare la barriera ematoencefalica
(BEE)(grazie anche all'aumento della permeabilita capillare causato dall'infezione
sistemica da parte di SARS-CoV-2) e portare il virus nel SNC con un meccanismo "a
cavallo di Troia" (fig.4c).

Questo meccanismo di neuroinvasione sembra avere un ruolo importante nell'infezione da
HIV®Y e sappiamo che altri coronavirus (HCoV-229E, HCoV-OC43 e SARS-CoV-1)
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possono infettare i monociti/macrofagi®".

Sono comunque necessari ulteriori studi per accertare I'utilizzo di queste vie di
neuroinvasione da parte di SARS-CoV-2 (che potrebbe anche sfruttarne piu di una) e

capire quale sia quella predominante.
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Fig.4%?  Possibili vie di neuroinvasione di SARS-CoV-2. a) Diffusione attraverso la via
transcribriale: dall'epitelio olfattivo lungo il nervo olfattivo fino al bulbo olfattivo e da qui al resto
del SNC. b) Diffusione transsinaptica. il virus si muove lungo gli assoni sfruttando il trasporto
assonale retrogrado mediato dai microtubuli e passa da una cellula all'altra con un meccanismo di
esocitosi/endocitosi a livello sinaptico.

Diffusione ematogena attraverso la barriera ematoencefalica (BEE): ¢) infezione leucocitaria:
leucociti infetti possono attraversare la BEE e portare il virus nel SNC con un meccanismo "a
cavallo di Troia". d) Infezione endoteliale: le cellule endoteliali infette possono trasmettere il virus
agli astrociti con cui prendono contatto e da qui al resto del SNC.
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3.2. Patogenesi delle manifestazioni neurologiche di SARS-CoV-2

Danno legato all'associata malattia polmonare e sistemica

Le piu comuni manifestazioni del COVID-19 sono a livello del sistema respiratorio, con
tosse, dispnea, ipossiemia ed anomalie radiologiche™®. Piuttosto frequente (sosprattutto
nei pazienti ospedalizzati) & la polmonite interstiziale"®, che pud degradare - soprattutto
se si manifesta in maniera grave e bilaterale - la funzionalita respiratoria a tal punto da
causare un danno ipossico al SNC (che sappiamo essere particolarmente sensibile alla

carenza di ossigeno®) e ad altri tessuti.

Inoltre, l'infezione da SARS-CoV-2 sembra aumentare il rischio di trombosi e quindi di

'8, Questo sembra da attribuire allo stato di infiammazione sistemica

ictus ischemici
causato dall'infezione (soprattutto nei pazienti piu anziani e con malattia piu grave) e ad
uno stato di ipercoagulabilita la cui origine non & stata ancora chiarita del tutto, ma si
ipotizza causato da una disfunzione dell'endotelio legata al capacita del virus di infettare le
cellule endoteliali.

Supporta questa ipotesi il fatto che in pazienti affetti da COVID-19 sia stata individuata in
diversi organi (polmone, cuore, rene, fegato, intestino) la presenza del virus all'interno di
cellule endoteliali associata ad inflammazione endoteliale (endotelite: accumulo di cellule
infammatorie con evidenza di morte endoteliale e delle cellule infiammatorie)®©?.

Questo suggerisce che l'infezione da SARS-CoV-2 possa indurre endotelite in vari organi
in maniera diretta (come dimostra la presenza di virus all'interno degli endoteliociti) e
indiretta (attirando cellule infammatorie).

L'endotelite associata a COVID-19 e la conseguente disfunzione endoteliale possono
danneggiare il microcircolo e causare una alterazione dell'equilibrio vascolare in senso
procoagulante, spiegando almeno in parte sia il danno ipossico ai tessuti che I'aumento del
rischio trombotico (soprattutto in soggetti con pre-esistente disfunzione endoteliale, che e
associata a condizioni come sesso maschile, fumo, ipertensione, diabete e obesita)®®.
Inoltre in un gran numero di pazienti ospedalizzati per COVID-19 sono stati riscontrati
aumento del D-dimero e trombocitopenia, a testimoniare I'alterazione della funzione

coagulativa®),
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Danno da infezione diretta

Come descritto precedentemente, SARS-CoV-2 € in grado di raggiungere il SNC (per via
nervosa e/o ematogena) e infettare le cellule ivi presenti.

Inoltre & stata osservata morte neuronale in topi transgenici per ACE-2 umano esposti a
SARS-CoV-1%), cosi come sono stati descritti casi di encefalite in pazienti affetti da
COVID-19, di cui uno con liquor positivo per SARS-CoV-2®),

Queste evidenze supportano un danno diretto alle cellule del sistema nervoso attraverso

la loro infezione da parte del virus.

Danno immuno-mediato

Il sistema immunitario gioca un ruolo fondamentale nella risposta all'infezione da SARS-
CoV-2, garantendo la guarigione alla maggior parte dei pazienti che vengono a contatto
col virus.

Al contrario pero, una esagereta e disregolata risposta immunitaria pud essere deleteria
per l'organismo ed avere un ruolo nella patogenesi delle manifestazioni cliniche.

La funzionalita della risposta immunitaria potrebbe essere alla base di una delle
caratteristiche piu enigmatiche dell'infezione SARS-CoV-2, cioé l'essere asintomatica o
molto lieve in circa I'80% dei casi (soprattutto bambini e giovani adulti) e presentarsi in

maniera evidente e con diversi gradi di gravita nel restante 20%©.

Molto importante per il contenimento delle infezioni virali € la produzione di interferone
(IFN) da parte delle cellule del sistema immunitario, agendo da prima linea di difesa contro
la replicazione virale. SARS-CoV-1 e MERS-CoV codificano per numerose proteine che
antagonizzano la risposta antivirale, anche inibendo e ritardando la produzione di IFN.
Questo ritardo permette una rapida ed abbondante replicazione virale (che a sua volta
aumenta la risposta infammatoria) e promuove 'accumulo intratissutale (specialmente nel
polmone) di macrofagi attivati che sono causa di aumento del danno tissutale, di
aumentati livelli di citochine proinfammatorie e di riduzione della risposta T-cellulare virus-
specifica®®.

Questo, insieme ad altri meccanismi, contribuisce allo sviluppo di una risposta immunitaria
eccessiva e disregolata che viene chiamata "tempesta citochinica" (cytokine storm) ed &
associata ad una malattia grave®*.

Visto che SARS-CoV-2 condivide 1'80% del genoma con SARS-CoV-1 ed entra nelle

cellule utilizzando lo stesso meccanismo, € ragionevole aspettarsi che i meccanismi
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dell'immunita innata coinvolti nella patogenesi di queste manifestazioni siano simili tra i

due virus®.
Inflammatory Response to Virus Infections
Pathogenic/dysregulated inflammation Prutecﬁue,’regullated inflammation
Causes:
Robust virus replication Mon-robust virus replication
Delayed IFN response Early IFN response
TTTT Inflammatory monocyte-macrophage TT Inflammatory monocyte-macrophage
and neutrophil infiltration and neutrophil infiltration
TTTT Proinflammatory cytokines and chemokines TT Proinflammatory cytokines and chemokines
Consequences:
Enhanced epithelial and endothelial cell apoptosis Minimal epithelial and endothelial cell apoptosis
Increased vascular leakage Reduced vascular leakage
Sub-optimal T cell and antibody responses Optimal T cell and antibody responses
Impaired virus clearance Effective virus clearance
Outcome: J’ ‘I! _
ALl Protective
l immunity
ARDS !
44'_ Host
Death Survival

Fig.5% Rappresentazione schematica delle possibili risposte infiammatorie all'infezione da
coronavirus. ALI = acute lung injury (danno polmonare acuto); ARDS = acute respiratory distress
syndrome (sindrome da distress respiratorio acuto).

In un modello animale di infezione da SARS-CoV-1, la tempesta citochinica osservata nei

topi (e correlata a polmonite letale) era associata ad un aumento dell'apoptosi dei linfociti
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T (sia CD4+ che CD8+) e ad una subottimale risposta T-cellulare virus-specifica®.

Lo stesso pattern & stato riscontrato in uno studio cinese®® svolto su 522 pazienti con
COVID-19, che ha riscontrato molto frequentemente linfocitopenia (sia CD4+ che CD8+),
specialmente nei casi piu gravi. Gli autori hanno notato come alla maggior gravita della
malattia fosse correlata una diminuzione dei livelli nel sangue di linfociti T (sia CD4+ che
CD8+), un aumento della concentrazione sierica di IL-6, IL-10 e TNF-a, ed un‘aumento dei
linfociti T esauriti (exhausted, cioé che non esplicano piu efficacemente le loro funzioni)
come dimostrato dall'aumento dei marker PD-1 e TIM-3.

Inoltre & stato notato che nei pazienti in via di guarigione il valore dei linfociti T tornava a
salire, cosi come scendevano i valori di IL-6, IL-10 e TNF-a.

Queste evidenze supportano il fatto che la tempesta citochinica si possa presentare nei
pazienti con COVID-19 e che sia alla base della patogenesi delle sue manifestazioni piu
gravi.

Seguendo questa strada sono iniziate sperimentazioni sull'uso di farmaci che abbiano un
ruolo nel fermare o comunque ridurre la tempesta citochinica, come per esempio |l

tocilizumab®”), che inibisce I'lL-6.

Un simile meccanismo di danno potrebbe operare anche nel SNC: alti livelli di citochine
pro-infiammatorie circolanti possono causare confusione e alterazione della coscienza,
mentre una risposta T-cellulare indebolita potrebbe essere meno efficace nell'eliminare le

cellule infette nel SNC, permettendo un maggiore danno da parte del virus®.

Inoltre si ipotizza anche la possibilita di un danno nervoso immuno-mediato post-infettivo:
come precedentemente descritto®’®, sono stati segnalati casi di sindrome di Guillan-Barré
e sue varianti e di ADEM associati sia a SARS-CoV-1 e MERS-CoV che a SARS-CoV-2.
Sulla base dei dati finora disponibili, queste manifestazioni sono troppo rare e la loro
patogenesi troppo poco conosciuta per poter dimostrare correlazioni causali con SARS-
CoV-2.

Comunque € interessante notare (e prendere come punto di partenza per futuri studi) il
fatto che i 5 casi di sindrome di Guillan-Barré descritti nell'arco di un mese da uno studio
effettuato nel nord-Italia® su una popolazione stimata di 1000-1200 pazienti con COVID-
19 suggeriscano un'incidenza superiore rispetto a quella che ci si aspetterebbe nella

popolazione generale (circa 1 caso/100.000 persone/anno)®?.
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E stata anche segnalata®” la presenza di autoanticorpi diretti contro antigeni cerebrali
(alcuni noti, altri sconosciuti) nel siero e nel liquor di pazienti con COVID-19 grave e
manifestazioni neurologiche non spiegate (mioclono, distonia, disturbi dell'oculomozione,
delirium, convulsioni).

Sono inoltre state individuate proteine espresse da neuroni di alcune strutture nervose
(nucleo dorsale del nervo vago, nucleo ambiguo, ganglio nodoso, ganglio giugulare) che
hanno epitopi in comune con proteine di SARS-CoV-2“",

Queste ultime evidenze rendono plausibile un danno autoimmune - scatenato dal
fenomeno del mimetismo molecolare - che potrebbe essere causa di alcune delle
manifestazioni neurologiche dell'infezione acuta, cosi come delle alterazioni
neurovegetative (per esempio la tachicardia a riposo) che si notano in pazienti guariti dal
COVID-19.

Sono necessari ulteriori studi epidemiologici e patogenetici per chiarire questa eventuale

forma di danno neurologico associata a SARS-CoV-2.

La rarita delle manifestazioni legate ad una possibile invasione diretta del SNC da parte di
SARS-CoV-2 (meningite/encefalite)” cosi come la rarita di casi di COVID-19 con liquor
positivo per il virus“?, fanno pensare che i principali meccanismi di danno neurologico
nell'infezione da SARS-CoV-2 siano legati all'associata malattia polmonare e sistemica e
immuno-mediati. Il danno da infezione diretta sembrerebbe quindi avere un ruolo minore

ed essere raramente preponderante sugli altri meccanismi.

_— | SARS CoV-2 Infection |
(Systemic Disease | CNS Invasion | (Post-Infectious|
— | } ' |

[MOF] (Coagulopathy|(inflammation](Cell death/dysfunction( Cell death/dysfunction] [mmune-mediated|

I e ‘,

9 R
( Hypoxic/ Stroke Inflammatory Viral Encephalitis Anosmia/Ageusia GBS & Variants
Metabolic Encephalopathy viral Meningitis$ Neuropathy (?) ADEM
\ Encephalopathy ) Encephalitis* Viral Endothelialitis ¢ Muscle injury N o J

\KawasakL—lee

Fig.6'% Schema riassuntivo delle possibili patogenesi delle manifestazioni neurologiche del
COVID-19.
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4. Long-COVID: manifestazioni a lungo termine del COVID-19

Si & notato che molti pazienti che avevano superato la fase acuta del COVID-19
continuavano ad avere delle manifestazioni cliniche oppure ne sviluppavano di nuove.
Questo ha allertato la comunita scientifica che ha subito iniziato a indagare su queste
alterazioni e sull'eventuale correlazione con l'infezione da SARS-CoV-2.

Per indicare queste manifestazioni & stato coniato il termine "long-COVID".

Per definire meglio cid di cui andremo a parlare ci riferiamo alla linee guida prodotte dal
National Institute for Health and Care Excellence (NICE)“?, pubblicate il 18 dicembre
2020.

Queste riportano le seguenti definizioni cliniche:

- COVID-19 acuto (acute COVID-19): segni e sintomi del COVID-19 fino a 4 settimane
dall'inizio della malattia.

- COVID-19 che continua ad essere sintomatico (ongoing symptomatic COVID-19):
segni e sintomi del COVID-19 da 4 a 12 settimane dopo l'inizio della malattia.

- Sindrome post-COVID-19 (post-COVID-19 syndrome): segni e sintomi che continuano o
si sviluppano dopo un'infezione compatibile col COVID-19, perdurano per piu di 12

settimane dall'inizio della malattia e non sono spiegati da diagnosi alternative.

Le linee guida NICE riportano che, in aggiunta alle precedenti definizioni cliniche, il
termine "long-COVID" &€ comunemente usato per descrivere i segni e i sintomi che
continuano o si sviluppano dopo il COVID-19 acuto, comprendendo quindi sia il "COVID-

19 che continua ad essere sintomatico" che la "sindrome post-COVID-19" sopra definiti.

Definire e comprendere le manifestazioni cliniche post-acute del COVID-19 sara molto
importante per poter individuare le migliori strategie di follow-up e terapia dei
numerosissimi pazienti che si prevede presenteranno questi quadri clinici.

Importante sara l'approccio multidisciplinare a questi pazienti, visto che le manifestazioni

del long-COVID sembrano essere molto varie e transdisciplinari.
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4.1. Clinica

Sono gia stati pubblicati molti studi sull'argomento, e la review sistematica e meta-analisi
di Lopez-Leon e colleghi“® attualmente ancora in pre-print e disponibile su medRxiv ¢& il
lavoro pitu completo disponibile finora.

Lopez-Leon et al. hanno inserito nella loro ricerca tutti gli studi riportanti casistiche di
pazienti con long-COVID pubblicati prima del 1° gennaio 2021 e comprendenti almeno 100
soggetti.

| lavori che hanno rispettato questi criteri sono stati 15 (8 da Europa/UK, 3 dagli USA, 1
ciascuno da Australia, Cina, Egitto e Messico), per un totale di 47.910 pazienti.

Il tempo di follow-up varia a seconda degli studi da 14 a 110 giorni dopo l'infezione; I'eta
dei partecipanti &€ compresa tra 17 e 87 anni e sono state valutate 55 manifestazioni a
lungo termine. 21 manifestazioni erano riportate in pit di uno studio e quindi sono potute
esser sottoposte a meta-analisi, che hanno mostrato tutte un'eterogeneita da media ad

alta (la maggior parte).

Gli autori hanno stimato che 1'80% dei pazienti ha sviluppato almeno un sintomo a lungo
termine, di cui i cinque piu comuni sono stati astenia (58%), cefalea (44%), disturbi
dell'attenzione (27%), perdita di capelli (25%) e dispnea (24%).

Alterazioni alla radiologia (RX/TAC) toracica sono state riscontrate nel 34% dei casi.

Sono inoltre stati analizzati markers ematochimici, riscontrando aumento di: D-dimero
(20%), NtproBNP (11%) PCR (8%), ferritina sierica (8%), procalcitonina (4%) e IL-6 (3%).

Per quanto riguarda le manifestazioni neurologiche, sono riportati astenia (58%), cefalea
(44%), disturbi dell'attenzione (27%), ageusia (23%), anosmia (21%), deficit mnesici
(16%), perdita dell'udito o tinnito (15%), ansia (13%), depressione (12%), dolore (11%),
disturbi del sonno (11%), vertigini (3%), ictus (3%), disturbo dell'umore (2%), disturbo

ossessivo-compulsivo (2%), disturbo post-traumatico da stress (1%).

Nonostante questo lavoro ci fornisca un utile quadro iniziale, vista la grande eterogeneita
tra gli studi (soprattutto per diversi tempi di follow-up e mescolanza di pazienti con malattia
moderata e grave) ed il campione di pazienti ancora relativamente piccolo, sono
sicuramente necessari ulteriori studi (possibilmente con popolazioni stratificate per eta,
comorbilita, gravita del COVID-19, ecc...) per avere una migliore comprensione delle

manifestazioni del long-COVID.
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Riportiamo inoltre due studi che non sono stati inseriti nel lavoro di Lopez-Leon et al.
perché cronologicamente successivi.

Un lavoro cinese*®

, pubblicato I'8 gennaio 2021 su Lancet, ha valutato le conseguenze del
COVID-19 in 1733 pazienti dimessi da un ospedale di Wuhan (eta media 57 anni) lungo
un follow-up di circa 6 mesi dallo sviluppo della malattia. Questo studio dispone di uno dei
pit grandi campioni finora utilizzati per la valutazione del long-COVID, nonché uno dei
follow-up piu estesi nel tempo.

Il 76% dei pazienti ha riportato al follow-up almeno un sintomo.

Le principali manifestazioni riportate sono state: astenia o debolezza muscolare (63%),
disturbi del sonno (26%), ansia o depressione (23%), perdita di capelli (22%), alterazioni
dell'olfatto (11%), palpitazioni (9%), artralgie (9%), alterazioni del gusto (7%), vertigini
(6%), cefalea (2%).

Astenia o debolezza muscolare e ansia o0 depressione sono stati riscontrati piu
comunemente nelle femmine e nei pazienti che hanno avuto una forma piu grave di

malattia.

Uno studio spagnolo®“®, pubblicato il 12 gennaio 2021 sul Journal of Infection, ha ricercato
eventuali manifestazioni a lungo termine del COVID-19 in una popolazione di 277 pazienti
(eta media 62 anni) guariti da una forma lieve (34.3%) o grave (65.7%) della malattia dopo
un follow-up medio di 77 giorni (8-12 settimane).

L'obiettivo primario dello studio era ricercare la "sindrome post-COVID" definita come la
persistenza di almeno un sintomo clinicamente rilevante, alterazioni spirometriche o
alterazioni significative alla RX torace. Almeno una di queste condizioni €& stata riportata in
141 pazienti (50,9%), con maggiore incidenza in coloro che avevano avuto forme gravi.
Nai casi con polmonite grave, sono stati riscontrati due predittori indipendenti di "sindrome

post-COVID": opacita alla RX su piu del 50% della superficie polmonare e tachicardia.

Le principali manifestazioni riportate sono state: astenia (34,8%), dispnea (34,4%),
anosmia-disgeusia (21,4%, significativamente piu frequente nei pazienti con meno di 65
anni, p=0,03), tosse (21,3%), mialgie-artralgie (19,6%), cefalea (17,8%), disturbi mnesici
(15,2%).

La presenza di sintomi respiratori e neurologici era poi risultata minore alla visita

specialistica (pneumologica o neurologica) effettuata circa 7 settimane dopo il primo
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follow-up (quindi 16-18 settimane dalla dimissione).

Le alterazioni laboratoristiche piu rilevanti sono state linfocitopenia (19,9%) ed aumento di
ferritina (40,6%), D-dimero (24,9%) e CK (13%).

| pazienti sono inoltre stati sottoposti ad un questionario sulla qualita della vita (EuroQol
visual analogue scale): i soggetti con sindrome post-COVID hanno mostrato piu
frequentemente un impatto sulla qualita di vita percepita rispetto a quelli senza sequele
(66,9% vs 43,2%; p=0.0001).

Non sono ancora disponibili abbastanza studi per conoscere a fondo la patogenesi delle
manifestazioni del long-COVID, pero € possibile ipotizzare che siano coinvolti:
inflammazione residua, danno d'organo, effetti non specifici dell'ospedalizzazione e della
ventilazione prolungata (sindrome post-terapia intensiva), isolamento sociale e impatto
della malattia su condizioni pre-esistenti®).

In particolare - per quanto riguarda le manifestazioni neuropsichiatriche del long-COVID -
la loro patogenesi sembra essere complessa e multifattoriale, potendo essere correlata a
effetti diretti dell'infezione, disturbi cerebrovascolari (causati dall'ipercoagulazione), danno
ipossico al sistema nervoso, effetti avversi di farmaci e conseguenze psicologiche dell'aver

avuto una malattia potenzialmente letale e dell'essere stati ricoverati anche a lungo“”.

Sindrome da tachicardia posturale (PoTS)

Tra le manifestazioni del long-COVID sono state riportate anche tachiacardia a riposo
(11% dei casi) e palpitazioni (9-11% dei casi)®**9.

La tachicardia in ortostasi - insieme ad altri sintomi (tra cui cefalea, astenia e vertigini) -
rientra in quella che viene definita sindrome da tachicardia posturale (o sindrome da
tachicardia posturale ortostatica. In inglese: postural tachycardia syndrome - PoTS), alla
cui base si ritiene essere una disfunzione dei meccanismi di compenso della pressione
sanguigna in ortostasi mediati dal sistema nervoso autonomo®?.

Sono stati pubblicati case report che riportano casi di pazienti che hanno sviluppato la
PoTS successivamente all'infezione da SARS-CoV-2“9, facendo quindi rientrare questa
sindrome tra le varie possibili manifestazioni del long-COVID.

Saranno fondamentali ulteriori studi per chiarire la patogenesi, la durata e le possibili
terapie della PoTS post-COVID.
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4.2. Astenia

L'astenia & il sintomo piu frequente del long-COVID, presentandosi molto spesso, anche
se con frequenza variabile tra i vari studi: nei 7 lavori riportati dalla review-metanalisi di
Lopez-Leon et al.“*¥ |a prevalenza va dal 28 al 73% (se perd non consideriamo lo studio
che piu si discosta dagli altri, otteniamo un range di 52-73%. Vedasi fig.8), mentre Huang
et al.*® e Moreno-Pérez et al.“® riportano rispettivamente una prevalenza del 63% e
34,8%.
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Fig.8*  La prevalenza di astenia riportata negli studi valutati da Lopez-Leon e colleghi.

L'astenia sembra inoltre essere una manifestazione molto duratura, essendo spesso

presente anche dopo 6 mesi dalla guarigione®.

Ci sono sindromi - come quella da distress respiratorio acuto (ARDS), che si puo
presentare nei casi piu gravi di COVID-19 - in cui & stato osservato che dopo un anno piu

di due terzi dei pazienti riportava astenia clinicamente significativa®.

Le manifestazioni del long-COVID ricordano in parte la sindrome da fatica cronica (CFS)
che include la presenza di astenia grave incapacitante, dolore, disabilita neurocognitiva,
disturbi del sonno, disfunzioni autonomiche e peggioramento della sintomatologia globale
a seguito di lievi sforzi fisici o mentali®'52),

Attualmente la CFS € un'entita clinica complessa e controversa, senza fattori causali ben
definiti®**®. Possibili cause includono virus, disfunzioni immunitarie, alterazioni endocrino-
metaboliche e fattori neuropsichiatrici®.

Tra gli agenti infettivi che sono stati correlati alla CFS vi sono il virus di Epstein-Barr, il
citomegalovirus, enterovirus, herpesvirus® e SARS-CoV-15%) (che sappiamo essere
molto simile a SARS-CoV-2). E sicuramente allettante speculare che SARS-CoV-2 possa

essere aggiunto alla lista degli agenti virali causa di CFS®4.
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Lidbury®” propone un'ipotesi per spiegare i possibili meccanismi alla base della sindrome
da fatica cronica post-virale: le citochine inflammatorie abbondantemente prodotte durante
la malattia acuta andrebbero ad impattare sulla funzionalita di mTOR (mechanistic Target
of Rapamycin), una serin/treonin kinasi che regola I'omeostasi cellulare influenzando -
attraverso le sue vie di segnalazione - trascrizione, sintesi proteica, autofagia,

metabolismo, biogenesi e mantenimento degli organelli®®*°(fig.9).
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Fig.9% Le complicate vie di segnalazione di mTOR, che si trova all'interno di due complessi
(mTORC1 e mTORC?2), hanno un ruolo nella regolazione di numerose e fondamentali funzioni
dell'attivita cellulare.

Tra le sue molte funzioni, mTOR ha un ruolo importante nella regolazione dell'attivita
mitocondriale, influenzando il consumo di ossigeno e la capacita ossidativa anche in base
allo stato nutritivo ad al bisogno energetico della cellula®®%?.

Quindi l'alterata funzionalita di mTOR causata dalle citochine infiammatorie andrebbe ad
impattare sulla funzionalita mitocondriale e la regolazione energetica cellulare causando la

fatica cronica.



La proteina mTOR e le sue vie di segnalazione hanno un ruolo importante anche in varie
funzioni del sistema nervoso centrale, tra cui la proliferazione delle cellule staminali
neurali, la formazione ed il mantenimento di circuiti, la plasticita sinaptica esperienza-
dipendente (quindi apprendimento e memoria) e la regolazione di comportamenti
complessi come I'alimentazione, il sonno ed i ritmi circadiani®®.

Inoltre la disfunzione di mTOR & coinvolta nella patogenesi di varie malattie monogeniche
nonché di disturbi neurodegenerativi (Alzheimer, Parkinson, Huntington) e
neuropsichiatrici (depressione e forse schizofrenia)®®.

Considerando le funzioni di mTOR nel SNC €& quindi possibile ipotizzare che alterazioni
della proteina e delle sue vie di segnalazione possano anche avere un ruolo nella
patogenesi di altre manifestazioni neurologiche del long-COVID, come i disturbi attentivi e

della memoria.
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4.3. Manifestazioni a lungo termine nelle infezioni da altri coronavirus

Molte delle manifestazioni del long-COVID sono in linea con quanto osservato a seguito di
infezione da parte di altri coronavirus.

Nei sopravvissuti alla SARS si sono riscontrati ancora dopo due anni dall'infezione
alterazioni in vari parametri della funzionalita polmonare (ad esempio il 52,7% dei pazienti
valutati in un ospedale di Hong Kong aveva valori anormali di DLco) e nel test della

distanza percorsa camminando per 6 minuti (6 minutes walking test - 6MWT)®".

Per quanto riguarda le manifestazioni neuropsichiatriche, una review sistematica e meta-
analisi®” riporta tra i guariti da SARS o MERS una prevalenza rilevante di alterazioni
dell'attenzione (19,9%), astenia (19,3%), disturbi mnesici (18,9%), ansia (12,3%), insonnia

(12,1%) e depressione (10,5%).

Inoltre in diverse popolazioni (ad Hong Kong®® e a Toronto®®) di sopravvissuti all'infezione
da SARS-CoV-1 sono stati riscontrati insiemi di manifestazioni che rientrano nella
definizione di sindrome da fatica cronica (CFS): tra questi dolore muscoloscheletrico
diffuso, astenia cronica, depressione e disturbi del sonno.

In particolare lo studio di Hong Kong, basato su un campione di 233 pazienti seguito
mediamente per 41,3 mesi, riporta la presenza di patologie psichiatriche nel 42,5% dei
soggetti (disturbo post-traumatico da stress [54,5%], depressione [39%], disturbo da
dolore somatoforme [36,4%], disturbo di panico [32,5%], disturbo ossessivo compulsivo
[15,6%]), astenia cronica nel 40,3% ed il soddisfacimento dei criteri per la CFS nel 27,1%.
Interessante notare come l'essere un operatore sanitario al momento dell'epidemia, sia
stato correlato significativamente (p=0,03) con un aumentato rischio di sviluppare
patologie psichiatriche: questo dato ci suggerisce di porre particolare attenzione nel follow-

up degli operatori sanitari che hanno contratto il COVID-19.
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5. Metodi

Nel nostro studio sono state valutate due popolazioni:

- popolazione 1: composta da pazienti visitati in follow-up presso la pneumologia
dell'Ospedale Policlinico San Martino di Genova e che non presentavano sintomi
neurologici.

La popolazione &€ composta da 111 pazienti, di cui 69 maschi (62,2%) e 42 femmine
(37,8%). Eta media 60,9 anni (range 33-92).

| soggetti sono stati visitati dal 11/01/2021 al 03/05/2021.

- popolazione 2 (neurologica): formata da pazienti visitati anch'essi presso la
pneumologia del Policlinico San Martino e da qui inviati all'lambulatorio neurologico post-
COVID-19 presso la clinica neurologica dello stesso ospedale, in quanto affetti da
manifestazioni di interesse neurologico.

La popolazione & composta da 61 pazienti, di cui 32 maschi (52,4%) e 29 femmine
(47,6%). Eta media 59,8 anni (range 19-81). | soggetti sono stati visitati dal 25/11/2020 al
12/05/2021, con un tempo di follow-up medio a partire dal tampone positivo di 221 giorni
(mediana 247, range 41-380) e a partire dal tampone negativo di 206,5 giorni (mediana
223, range 23-346).In questa popolazione il 23% dei pazienti non ha richiesto
ossigenoterapia, il 14,8% ha richiesto ossigeno, il 29,5% ha ricevuto ventilazione

meccanica non invasiva (NIMV) e il 32,8% ha richiesto l'intubazione orotracheale.

35 — ,
Gravita malattia (%) 32,8
30 29,5
25 23
20
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No O2 02 NIMV Intubazione

Grafico 1 La gravita di malattia dei pazienti della popolazione 2 espressa in
base alla necessita di assistenza con ossigeno e/o ventilazione meccanica.
NIMYV = ventilazione meccanica non invasiva.
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Popolazione 2 (neurologica)

W Maschi (%)
B Femmine (%)

Grafico 2 La composizione della popolazione 2 (neurologica) in base al sesso.
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Grafico 3 Le manifestazioni neurologiche per le quali i pazienti della popolazione 2 sono stati inviati
alla visita neurologica.
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Ai partecipanti allo studio & stato somministrato in sede di visita (pneumologica per la
popolazione 1 e neurologica per la 2) un questionario (fig.10) volto ad indagare la

presenza e l'impatto di astenia, depressione e deficit mnesici.

5.1. Scale utilizzate

Il questionario utilizzato per lo studio € composto da tre scale: Modified Fatigue Impact
Scale (MFIS-5), Patient Health Questionnaire (PHQ-2) e Perceived Deficits Questionnaire
(PDQ), composte rispettivamente da 5, 2 e 4 items, per un totale di 11 domande.

Queste tre scale sono state adattate allo scopo del nostro studio inserendo prima di
ognuna la proposizione "nell'ultimo mese, rispetto al suo stato di salute prima del COVID
quanto spesso le & capitato di...".

Ad ogni domanda era possibile rispondere:

- "Mai", 0 punti;

"Raramente (1-2 volte al mese)", 1 punto;

"Qualche volta (una volta alla settimana)", 2 punti;

- "Spesso (piu di una volta alla settimana)", 3 punti.

| punteggi massimi ottenibili per ogni scala sono quindi:
MFEIS-5: 15 punti. PHQ-2: 6 punti. PDQ: 12 punti.

Il punteggio massimo ottenibile nella somma delle scale € quindi di 33 punti.

Scala modificata di impatto della fatica (Modified Fatigue Impact Scale - MFIS-5)

La MFIS é una versione modificata della fatigue impact scale (FIS), un questionario auto-
somministrato di 40 domande, proposto nel 1994 da Fisk e colleghi® e volto ad indagare
gli effetti dell'astenia sulla qualita della vita.

Per avere degli strumenti piu pratici da gestire in un contesto clinico, dalla FIS sono state
derivate la MFIS-21 e la MFIS-5© composte rispettivamente da 21 e 5 domande.

La MFIS-5 misura I'impatto della fatica sulle funzioni cognitive, fisiche e psicosociali del
paziente, ha un'alpha di Cronbach uguale a 0,80 (che indica una buona affidabilita) ed &
composta dai 5 items della MFIS-21 che correlano piu fortemente col risultato finale di
quest'ultima‘®.

Questa scala presenta anche alcuni problemi: per esempio la depressione pud essere un
fattore confondente la valutazione, visto che pud essere sia causa che effetto

dell'astenia®,
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La MFIS é molto usata nella valutazione dei pazienti affetti da sclerosi multipla, tanto che é
una delle componenti del Multiple Sclerosis Quality of Life Inventory (MSQLI), una batteria
di 10 scale presentata nel 1999 da Fischer et al.®>%® e volta a fornire una misurazione

della qualita della vita dei soggetti con sclerosi multipla.

Questionario sulla salute del paziente (Patient Health Questionnaire - PHQ-2)

I PHQ-9 € un questionario auto-somministrato di 9 domande, utilizzato per individuare la
depressione e valutarne la gravita®’, derivato da una componente del test PRIME-MD
(che & invece somministrato dal clinico)©¢9,

I PHQ-2 & composto dai primi due items del PHQ-9, che indagano la frequenza di
anedonia e umore depresso, ed & frequentemente utilizzato per selezionare i pazienti a cui
somministrare successivamente il PHQ-9¢".

Una recente review sistematica e meta-analisi’?, che ha analizzato 100 studi (per un
totale di 44318 soggetti, di cui 4572 con depressione maggiore) riporta che,
nell'individuare la depressione maggiore, la PHQ-2 ha una sensibilita e specificita
rispettivamente uguale a 0,91 e 0,67 con un cutoff =2 2 e di 0,72 e 0,85 con un cutoff = 3.
Uno studio svolto sulla popolazione generale di Hong Kong riporta per il PHQ-2 un'alpha
di Cronbach uguale a 0,767",

Questionario sui deficit percepiti (Perceived Deficits Questionnaire - PDQ)

I PDQ-20 € un questionario auto-somministrato di 20 domande, utilizzato per sondare la
presenza di deficit cognitivi soggettivi (in particolare riguardanti memoria, attenzione e
concentrazione), proposto nel 1990 da Sullivan e colleghi’® e sviluppato appositamente
per I'uso con pazienti affetti da sclerosi multipla.

I PDQ-20 e la sua forma abbreviata di 5 domande (PDQ-5, formato dagli items 4, 9, 11,
14 e 16 della forma estesa) sono una delle componenti del Multiple Sclerosis Quality of
Life Inventory (MSQLI)®©>%9),

Questa scala puo essere utile per individuare i pazienti meritevoli di ulteriori indagini della
funzione cognitiva (per esempio attraverso MMSE o MOCA), tenendo comunque in
considerazione il fatto che I'autovalutazione delle funzioni cognitive risente molto spesso
della presenza di astenia, ansia e/o depressione’®, che andranno dunque indagate
anch'esse nei pazienti selezionati per ulteriori accertamenti.

Il manuale del Multiple Sclerosis Quality of Life Inventory® riporta per il PDQ5 un'alpha di

Cronbach uguale a 0,84.

31



Nel questionario usato nel nostro studio & presente una versione adattata del PDQ5, in cui

e stato rimosso l'item 9 per motivi legati alla praticita della somministrazione.

5.2 Obiettivi dello studio

Gli obiettivi dello studio sono:

- valutare la presenza di astenia, depressione e deficit mnesici nelle due popolazioni,
limpatto di questi sulla qualita della vita e la loro eventuale correlazione con
I'appartenenza ad una delle due popolazioni.

- valutare la validita del nostro questionario nell'individuare i soggetti meritevoli di follow-up
neurologico.

- valutare l'eventuale relazione tra punteggio al questionario e sesso, eta e gravita del
COVID-19.

- valutare l'eventuale relazione tra eta, sesso e gravita del COVID-19.
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Nome Cognome

Data di Nascita Data somministrazione
Anni di studio: Destrimane si no
Email Cellulare

SCALA DI VALUTAZIONE DELL'IMPATTO DELLA FATICA [(MFIS)
Nell'ultimo mese, rispetto al suo stato di salute prima del COVID quanto spesso le &
capitato di ...

Spesso
Raramente | Qualche volta | (pit di una
{1-2 volte |{una volta alla| volta alla
Mai al mese) settimana) | settimana)

Essere meno veloce nel pensare

Esser limitato nelle mia capacita di fare cose fuori casa

Avere problemia compiere sforzi fisici per lunghi
periodi

Avere maggiori difficolta del solito a concludere compiti
che richiedano uno sforzo fisico

Avere problemi di concentrazione

QUESTIONARIO SULLA SALUTE DEL PAZIENTE (PHQ-2)
Nell'ultimo mese, rispetto al suo stato di salute prima del COVID quanto spesso le &
capitato di ...

Spesso

Raramente | Qualche volta | (pil di una
{1-2 volte |{una volta alla| wolta alla
Mai al mese) settimana) | settimana)

Provare poco interesse o piacere nel fare le cose?

Sentirsifa gil di morale, depresso/fa, senza speranzer

SCALA DEI DEFICIT PERCEPITI
Nell'ultimo mese, rispetto al suo stato di salute prima del COVID quanto spesso le &

capitato di ...
Qualche volta] Spesso
Raramente| (unawvolta | (piddiuna
{1-2 valte alla volta alla
Mai al mese) settimana) | settimana)

Avere difficoltd nell'organizzare le sue attivita

Mon sapere la data

Dimenticarsi il contenuto di una telefonata subito dopo
I'averla fatta

Avere la sensazione di “testa vuota”

Fig.10 1] questionario sottoposto ai pazienti che hanno partecipato al nostro studio.
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6. Risultati

Il punteggio medio del questionario € risultato significativamente piu alto nella popolazione
con alterazioni neurologiche rispetto a quella senza (14,36 vs 8,4; p=0,00002; grafico 4).

Da questo risultato possiamo concludere che il carico cognitivo-comportamentale &
maggiore nei pazienti con almeno un'alterazione neurologica e che il questionario usato
nel nostro studio potrebbe quindi essere un valido strumento per selezionare i pazienti

meritevoli di un follow-up neurologico.

Confronto punteggio totale

p < 0,001
20
15 H Pop.1
B Pop.2 (neurologica)
10
5
0

Totale (MFIS5+PHQ2+PDQ)

Grafico 4 Confionto tra le medie dei punteggi totali al questionario delle due popolazioni.

Confrontando la media dei punteggi delle singole scale, abbiamo riscontrato un punteggio
significativamente piu alto nella popolazione 2 (neurologica) nelle scale MFIS-5 (8,49 vs
5,05; p=0,00001) e PDQ (3,84 vs 1,87; p=0,000067), indicando un maggiore impatto di
astenia e deficit mnesici tra questi soggetti (grafico 5).

Invece non abbiamo ritrovato una differenza significativa tra le due popolazioni per quanto
riguarda il punteggio della scala PHQ2 (2,03 vs 1,46; p=0,07).

Confronto singole scale
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8,49
8 H Pop.1
B Pop.2 (neurologica)
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3,84
1,%6 ﬁz’ 3 1,87
0

Fatica (MFIS5) Depressione (PHQ2) Memoria (PDQ)

»

i

N

Grafico 5 Confronto tra i punteggi medi alle singole scale delle due popolazioni.
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Non abbiamo riscontrato differenze significative nei punteggi medi delle scale MFIS5 e
PDQ in relazione alla gravita di malattia (grafico 6).

Al contrario é risultata essere significativa la differenza tra i punteggi medi della scala
PHQ2 nei pazienti sottoposti a ventilazione meccanica non invasiva (NIMV) rispetto a chi
non ha ricevuto ossigenoterapia (p=0,039), chi I'ha ricevuta (p=0,018) e chi & stato
intubato (p=0,035). Ipotizziamo che questo risultato possa essere spiegato dal fatto che i
pazienti che hanno necessitato della NIMV vedano come un evento molto positivo 'aver
evitato l'intubazione. Sono sicuramente necessari ulteriori studi e campioni piu grandi per

confermare questo risultato.

Relazione tra punteggio questionario e gravita malattia (pop.2)
4 Differenze non significative

12
Differenze non significative
10
8,36 5 88 B No O2
8 m 02
Differenza significativa NIMV
tra NIMV e altri valori :
6 B Intubazione
4p1 4383 | 45
4
1 2,36 256 2/4 2,95
2 1,%5
0 L
Fatica (MFIS5) Depressione (PHQ2) Memoria (PDQ)

Grafico 6 Confronto tra i punteggi medi delle singole scale e la gravita di presentazione del COVID-19
nella popolazione 2.
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Non abbiamo riscontrato significative correlazioni tra i punteggi medi delle singole scale e
I'eta o il sesso dei pazienti (grafici 7 e 8), ad eccezione della scala MFIS5, con punteggio
medio significativamente piu alto nelle femmine (9,93 vs 7,18; p=0,027).

Questo risultato indica che I'astenia impatta maggiormente sulla popolazione femminile.

Relazione tra punteggio singole scale ed eta (pop.2)

14
p=0,82
12
= 0,898
10 P
8 W < 60 anni
p=0,8 M > 60 anni
6
4 3,9 3,78
1,06 2,09
2
0
Fatica (MFIS5) Depressione (PHQ2) Memoria (PDQ)

Grafico 7 Confronto tra i punteggi medi delle singole scale e l'eta dei pazienti della
popolazione 2.

Relazione tra punteggio singole scale e sesso (pop.2)

14
12
p=0,108

10

8 B Maschi

p= 0,6 B Femmine
6
4,59
4 3,16
191 2,17
2 1
0
Fatica (MFIS5) Depressione (PHQ2) Memoria (PDQ)

Grafico 8 Confronto tra i punteggi medi delle singole scale ed il sesso dei pazienti della
popolazione 2.
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Abbiamo inoltre rilevato una malattia significativamente piu grave nei pazienti con 60 o piu
anni (p=0,027; grafico 9) e nei maschi (p=0,001; grafico 10). Questo risultato € in linea con

quanto gia conosciuto dalla comunita scientifica®.

Relazione tra eta e gravita malattia (pop.2)

H < 60 anni
M > 60 anni

Gravita malattia (media tra: 0=no O2; 1=02; 2=NIMV; 3=intubazione)

Grafico 9 Confironto tra l'eta e la gravita di presentazione del COVID-19 nella popolazione 2.

Relazione tra sesso e gravita malattia (pop.2)

3,5
p = 0,001

2,5

B Maschi
B Femmine

15

0,5

0
Gravita malattia (media tra: 0=no O2; 1=02; 2=NIMV; 3=intubazione)

Grafico 10 Confronto tra il sesso e la gravita di presentazione del COVID-19 nella
popolazione 2.
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Abbiamo anche valutato la correlazione tra i punteggi delle tre scale del questionario
utilizzato nel nostro studio calcolando il coefficiente di correlazione di Pearson (r).
Inoltre abbiamo calcolato i coefficienti di correlazione parziale tra due scale controllando

gli effetti della terza.

Notiamo come tutte e tre le scale siano significativamente (p<0,001) correlate
positivamente tra loro. La correlazione piu forte si ha tra le scale MFIS5 e PDQ (r=0,679),
seguite da PH2 e PDQ (r=0,591) e MFIS5 e PH2 (r=0,477). | dati sono riportati in tabella 1.

Correlazioni

MFISS PH2 PDQ

MFIS5 Indice di Pearson 1 477 ,679

Significativita ,000 ,000

N 61 61 61
PH2 Indice di Pearson AT77 1 591

Significativita ,000 ,000

N 61 61 61
PDQ Indice di Pearson 679 591 1

Significativita ,000 ,000

N 61 61 61

Tabella 1 La correlazione tra le tre scale del questionario utilizzato nel nostro studio.

Andando a calcolare i coefficienti di correlazione parziale, correlando cioé due scale
correggendo il risultato per la terza, notiamo come continui ad esserci una correlazione
positiva significativa tra le scale MFIS5 e PDQ (r=0,559; p<0,001; grafico 1) e PH2 e
PDQ (r=0,413; p=0,001; grafico 12), ma si perda quella tra MFIS5 e PH2 (r=0,129;
p=0,327; grafico 13).

Notiamo quindi come i pazienti con maggior presenza di astenia e/o depressione tendano

ad avere anche un maggiore impatto di deficit mnesici e viceversa.
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Partial Regression Plot

Dependent Variable: mfis
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Grafico 11 La correlazione tra le scale MFIS5 e PDQ, correggendo per la scala
PH2.

Partial Regression Plot

Dependent Variable: ph2
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Grafico 12 La correlazione tra le scale PH2 e PDQ, correggendo per la scala
MFISS.
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Partial Regression Plot

Dependent Variable: mfis
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Grafico 13 La correlazione tra le scale MFIS5 e PH2, correggendo per la scala
PDQ.
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Tabelle relative ai grafici

grafico 4)

Punteggio medio | Deviazione Standard p
Pop.1 8,40 8,38 0,000022
Pop.2 14,36 8,94
grafico 5)
MFIS5 Punteggio medio | Deviazione Standard p
Pop.1 5,05 4,66 0,00001
Pop.2 8,49 4,89
PHQ2 Punteggio medio | Deviazione Standard p
Pop.1 1,46 1,99 0,071
Pop.2 2,03 1,96
PDQ Punteggio medio | Deviazione Standard p
Pop.1 1,87 2,73 0,000067
Pop.2 3,84 3,46
grafico 6)
MFIS5 Punteggio medio Deviazione Standard
No O, 8,36 5,37
0. 9,00 3,87
NIMV 8,00 5,06
Intubazione 8,80 5,10
PHQ2 Punteggio medio Deviazione Standard
No O, 2,36 1,98
0. 2,66 1,80
NIMV 1,05 1,43
Intubazione 2,40 2,21
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PDQ Punteggio medio Deviazione Standard
No O, 4,21 3,92
0. 4,33 2,00
NIMV 2,55 2,77
Intubazione 4,50 4,07

Confronto tra media punteggio pazienti NIMV p

e media punteggio pazienti:
No O; 0,039
0O, 0,018
Intubazione 0,035
grafico 7)
MFIS5 Punteggio medio | Deviazione Standard p
< 60 anni 8,34 5,24 0,825
= 60 anni 8,62 4,62
PHQ2 Punteggio medio |Deviazione Standard p
< 60 anni 1,96 1,70 0,801
= 60 anni 2,09 2,19
PDQ Punteggio medio |Deviazione Standard p
< 60 anni 3,90 3,81 0,898
> 60 anni 3,78 3,17
grafico 8)
MFIS5 Punteggio medio |Deviazione Standard p
Maschi 7,18 5,33 0,027
Femmine 9,93 3,95
PHQ2 Punteggio medio | Deviazione Standard p
Maschi 1,91 1,85 0,600
Femmine 2,17 2,09
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PDQ Punteggio medio |Deviazione Standard p
Maschi 3,16 3,20 0,108
Femmine 4,59 3,65
grafico 9)
MFIS5 Gravita media Deviazione Standard p
< 60 anni 1,38 1,29 0,027
> 60 anni 2,03 0,93
grafico 10)
MFIS5 Gravita media Deviazione Standard p
Maschi 2,16 0,99 0,001
Femmine 1,24 1,15
grafico 11)
Correlazioni
Controllo  Variabili MFISS5 PDQ
PH2 MFISS Correlazione 1,000 559
Significativita 000
PDQ  Correlazione 559 1,000
Significativita ,000
grafico 12)
Correlazioni
Controllo  Variabili PDQ PH2
MFIS5 PDQ Correlazione 1,000 413
Significativita ,001
PH2 Correlazione 413 1,000
Significativita ,001
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grafico 13)

Correlazioni
Controllo  Variabile PH2 MFIS5
PDQ PH2 Correlazione 1,000 129
Significativita : 327
MFIS5 Correlazione , 129 1,000
Significativita 327
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7. Conclusioni

Astenia e deficit mnesici sono riportati piu spesso e con maggior gravita da pazienti con
alterazioni neurologiche rispetto a quelli senza. Il carico cognitivo-comportamentale del

long-COVID & quindi maggiore nei pazienti con almeno una manifestazione neurologica.

Nel long-COVID il sintomo astenia ha un impatto maggiore sulla popolazione femminile.

| pazienti con maggior presenza di astenia e/o depressione tendono ad avere anche un

maggiore impatto di deficit mnesici e viceversa.

I COVID-19 si e presentato piu gravemente nei maschi e nei soggetti di eta maggiore o

uguale a 60 anni.

Vista la differenza significativa tra i punteggi medi della popolazione con deficit neurologici
e quella senza, il questionario utilizzato nel nostro studio (cosi come le singole scale
MFISS5 e PDQ) potrebbe essere un valido strumento per individuare i soggetti meritevoli di
un follow-up neurologico.

Sono necessari ulteriori studi per valutarne in maniera piu approfondita le caratteristiche

psicometriche.
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